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A. Listeria monocytogenes  
Listeria monocytogenes est une bactérie pathogène appartenant au phylum des Firmicutes. Ce 
phylum est composé de bactéries à Gram positif avec une faible teneur en GC (36-42%), dont 
les genres Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Listeria, Streptococcus et Staphylococcus. 
L. monocytogenes est l’agent de la listériose, une infection sévère qui survient principalement 
après ingestion d’aliments contaminés par ce pathogène et essentiellement chez des personnes 
à risques (personnes immunodéprimées, personnes âgées, fétus et nouveau-nés). 
 
1. Historique 
L. monocytogenes a été officiellement découverte en 1926, lorsque Murray, Webb et Swann 
ont isolé un bacille chez des lapins morts de façon subite, dans l’animalerie du département de 
pathologie de l’université de Cambridge (Murray et al., 1926). Ce nouvel agent pathogène a 
d’abord été nommé Bacterium monocytogenes en raison des symptômes observés : une 
monocytose et une nécrose du foie. En 1927, en Afrique du Sud, J. Harvey Pirie isole une 
bactérie également à l’origine de la mort inhabituelle d’animaux (des gerbilles), et l’appelle 
Listerella hepatolytica. Les bactéries décrites par Murray et Pirie appartenant à la même 
espèce, celle-ci est alors renommée Listerella monocytogenes. Mais le nom Listerella étant 
déjà utilisé pour un groupe de Mycétozoaires, Pirie propose le nom de Listeria 
monocytogenes, qui est définitivement accepté en 1940 (Pirie, 1940). 
Les premiers cas de listérioses humaines ont été signalés en 1929, au Danemark. Mais ce 
n’est qu’en 1980, lors d’une épidémie au Canada due à la consommation de choux 
contaminés, que le lien entre l’ingestion de L. monocytogenes par voie alimentaire et le 
déclenchement de la listériose a été établi (Schlech et al., 1983). 
 
2. Position taxonomique et clades 
Le genre Listeria appartient au phylum des Firmicutes, classe des Bacilli, ordre des 
Bacilliales, famille des Listeriaceae. Actuellement, 18 espèces de Listeria ont été identifiées 
(Figure 1) et organisées en deux groupes distincts. 
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Figure 1 : Arbre phylogénétique du genre Listeria, basé sur les séquences en acides aminés du core 
génome de 243 membres du genre Listeria (obtenu par la méthode du maximum de vraisemblance). 
Les longueurs de branches représentent le nombre de substitutions d'acides aminés par site (Barre : 
0,02 substitutions par site) et les pourcentages bootstrap de 1000 réplicats sont indiqués. Les numéros 
d'accession GenBank/EMBL/DDBJ sont indiqués entre parenthèses (D’après Núñez-Montero et al., 
2018).  
 
L. monocytogenes et cinq autres espèces, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, 
Listeria welshimeri, Listeria innocua et Listeria marthii, forment le clade des « Listeria sensu 
stricto » (ou clade I). Tous les membres de ce clade ont été trouvés dans les fèces ou le tractus 
gastro-intestinal d'animaux, ainsi que dans les aliments d'origine animale, suggérant une 
interaction spécifique de ces espèces avec des hôtes mammifères. Toutefois, seules 
L. monocytogenes et L. ivanovii sont pathogènes pour l’homme et les animaux. Une analyse 
comparative des génomes de ce clade a permis de mettre en évidence 151 gènes conservés 
entre ces différentes espèces (Schardt et al., 2017).  
Le deuxième clade de Listeria « Listeria sensu lato » (ou clade II) regroupe 12 espèces qui 
ont été isolées de surfaces associées aux aliments ou à l'environnement : Listeria grayi, 
Listeria fleischmannii, Listeria floridensis, Listeria aquatica, Listeria newyorkensis, Listeria 
cornellensis, Listeria rocourtiae, Listeria grandensis, Listeria riparia, Listeria 
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weihenstephanensis, Listeria booriae et Listeria costaricensis (Orsi and Wiedmann, 2016; 
Núñez-Montero et al., 2018). 
 
3. Sérotypes, linéages et complexes clonaux 
3.1. Sérotypes 
Différentes méthodes sont disponibles pour caractériser et discriminer les souches de 
L. monocytogenes. L’une des premières techniques utilisées, le sérotypage, a été mise en 
place en 1940 (Paterson, 1940), puis modifiée par (Seeliger and Höhne, 1979). Cette 
technique exploite la réaction antigénique de 14 antigènes somatiques (O) et 4 antigènes 
flagellaires (H). La combinaison de ces facteurs permet d’identifier 13 sérotypes. (Tableau 1) 
(Seeliger and Jones, 1986).  
 
Tableau 1 : Les sérotypes de L. monocytogenes. (D’après Seeliger and Höhne, 1979). 
 
3.2. Linéages  
Sur la base de différentes méthodes de typage moléculaire, comme le « MultiLocus Enzyme 
Electrophoresis » (MLEE), le « Ribotyping » et le « Pulse-Field Gel Electrophoresis » 
(PFGE), il a été montré que les sérotypes de L. monocytogenes se répartissaient en trois 
divisions majeures, appelées linéages. Le linéage I comprend les sérotypes 1/2b, 3b, 7, 4b, 4d 
et
 
4e, le linéage II comprend les sérotypes 1/2a, 1/2c, 3a et 3c, tandis que le linéage III 
comprend les sérotypes 4a et 4c (Ragon et al., 2008 ; Lomonaco et al., 2015). Des études 
ultérieures ont montré que les isolats du linéage III se répartissaient en trois sous-groupes 
(IIIA, IIIB, IIIC). Le linéage IIIB a été reclassifié en linéage IV (Orsi et al., 2011). 
L’essentiel des souches de L. monocytogenes isolées de listérioses humaines appartiennent au 
linéage I (~ 70%, dont 50% du sérotype 4b) et au linéage II (~ 30%), comme le montre une 
étude française réalisée pendant 13 ans, entre 1999 et 2011 (Tableau 2) (Goulet et al., 2012).  
Espèce Sérotype Antigènes somatiques (O) Antigènes flagellaires (H)
1/2a AB
1/2b ABC
1/2c BD
3a AB
3b  ABC
3c II (III) IV (XII) (XIII) BD
4a (III) (V) VII IX
4ab (III) V VI VII IX X
4b (III) V VI
4c (III) V VII
4d (III) (V) VI VIII
4e (III) V VI (VIII) IX
7 (III) XII XIII
L. monocytogenes
I II (III)
II (III) IV
 ABC
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Tableau 2 : Distribution (en %) des souches de L. monocytogenes isolées de cas cliniques 
humains de 1999 à 2011 (Source : CNR Listeria/Institut Pasteur ; D’après Goulet et al. 2012). 
 
Les souches isolées des listérioses de ruminants appartiennent aussi majoritairement à ces 
deux linéages (Dreyer et al., 2016; Steckler et al., 2018), alors que les souches isolées 
d’aliments, d’environnements agricoles ou de milieux naturels sont principalement du linéage 
II. Les souches des linéages III et IV sont rarement isolées et essentiellement retrouvées chez 
les animaux (Orsi et al. 2011).  
 
3.3. Complexes clonaux  
De nouvelles techniques se sont développées pour pouvoir rapidement discriminer les souches 
de L. monocytogenes isolées de patients ou d’aliments. Une méthode par PCR multiplex a 
permis de séparer les quatre principaux sérovars (1/2a, 1/2b, 1/2c et 4b) en groupes distincts 
(Doumith et al., 2004). En 2003, la méthode de « MultiLocus Sequence Typing (MLST) », 
fondée sur la comparaison de la séquence de gènes de ménage, a été mise au point pour 
L. monocytogenes, avec la sélection de sept gènes de ménage adaptés aux exigences de la 
MLST (Salcedo et al. 2003). Cette étude a été réalisée sur 62 souches isolées de différentes 
sources provenant de différentes régions d’Espagne, entre 1995 et 2001. L'analyse a identifié 
29 profils alléliques ou « Séquence Type » (ST). Les plus fréquents, ST2 et ST6, regroupaient 
respectivement 10 et 14 isolats (Salcedo et al. 2003). En 2008, Ragon et coll. ont augmenté la 
puissance d'analyse en se focalisant sur 360 isolats de L. monocytogenes sélectionnés parmi la 
collection de souches du Centre National de Référence (CNR) français des Listeria et du 
centre de l'OMS pour la listériose d'origine alimentaire. Cinquante-huit des 126 STs identifiés 
ont été regroupés en sept complexes clonaux (CC) bien définis (CC1, CC2, CC3, CC4, CC5, 
CC7 et CC9) (Figure 2). Les souches de chaque CC avaient un sérotype unique ou dominant 
(4b pour les CCs 1, 2 et 4 ; 1/2b pour les CCs 3 et 5 ; 1/2a pour le CC7 et 1/2c pour le CC9) 
(Ragon et al., 2008). 
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 Moyenne SD
240 222 186 202 197 233 212 280 310 268 319 298 277 250 45
IVb (sérotypes 4b,4d et 4e) 48 48 42 55 47 55 56 50 50 53 50 51 54 51 4
IIb (sérotypes 1/2b, 3b et 7) 20 16 22 18 22 11 17 17 15 10 14 13 14 16 4
Total Lineage I 68 64 64 73 69 66 73 67 65 63 64 64 68 67 3
IIa (sérotypes 1/2a et 3a) 27 33 33 22 26 30 24 29 30 33 28 34 30 29 4
IIc (sérotypes 1/2c et 3c) 5 3 3 4 5 4 3 4 5 4 8 2 2 4 2
Total Lineage I I 32 36 36 26 31 34 27 33 35 37 36 36 32 33 4
Année
Nombre d’isolats cliniques/an
Lineage I
Lineage I I
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Figure 2 : Analyse de l’arbre phylogénétique de 360 souches de L. monocytogenes sur la base des 
données MLST. Chaque cercle correspond à une « Séquence Type » (ST). Les zones grises entourent 
les STs qui appartiennent au même complexe clonal (CC; au total, 24 CCs sont représentés). Le 
numéro du ST est noté à l'intérieur du cercle qui est agrandi lorsque le génotype central définit le CC 
principal (e.g., ST9 définit le génotype central de CC9). Les trois linéages principaux sont mis en 
évidence par des polygones. Les relations phylogénétiques présumées entre les STs sont représentées 
par des trais épais, fin, discontinu et gris clair discontinu selon le nombre de disparités alléliques entre 
profils (1, 2, 3 et 4 ou plus, respectivement). Les cercles et les secteurs sont colorés en fonction des 
données de sérotypage selon la légende indiquée; les sérotypes rares (3a, 3c, 4d, 4e) sont indiqués 
directement sur la figure. Les STs pour lesquels des formes d'InlA tronquées ont été trouvées sont 
indiqués par un triangle noir, la position des codons stop prématurés est indiquée après la lettre  
(D’après Ragon et al., 2008). 
 
Récemment, une très large étude prospective, menée sur l’analyse de 6633 souches récoltées 
pendant 9 années consécutives, a identifié 63 CCs (Maury et al., 2016). 12 CCs sont les plus 
prévalants et représentent près de 80% de toutes les souches étudiées (Figure 3). Cette étude 
confirme que les CCs prédominants dans les échantillons cliniques sont du linéage I (CC1, 
CC6, CC2, CC4), alors que ceux qui prédominent dans les échantillons alimentaires sont du 
linéage II (CC121, CC9). La comparaison de la séquence de 104 souches représentatives des 
CCs principaux a permis de mettre en lumière de nouveaux loci corrélés à la virulence, dont 
les ilots de pathogénicité LIPI-3 et LIPI-4 (Maury et al., 2016). 
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Figure 3 : Prévalence et distribution des clones MLST dans les sources alimentaires et cliniques. 
La courbe représente les pourcentages cumulés d'isolats appartenant à des clones, classés par nombre 
total d'isolats. Seuls les clones avec plus de 10 isolats sont représentés (D’après Maury et al., 2016). 
 
Avec la diminution des coûts de séquençage, l’analyse comparative des génomes entiers est 
désormais le « gold standard » de l’analyse moléculaire des espèces bactériennes. Cette 
méthode, basée sur le profilage allélique gène-par-gène du core-génome, est souvent appelée 
« core génome MLST » (cgMLST). Elle représente actuellement l'outil de diagnostic le plus 
puissant pour le typage des souches (Ruppitsch et al., 2015). La cgMLST a été mise au point 
pour L. monocytogenes avec un core-génome de 1748 gènes (Moura et al., 2017). Son 
application à 1696 souches provenant de différentes sources et de diverses origines 
géographiques a permis de définir, avec une précision bien supérieure à celle de la technique 
classique de PFGE, la structure de la population de L. monocytogenes. Des « cgMLST types » 
(CT) ont été définis comme étant des groupes de profils cgMLST qui différent par plus de 7 
mésappariements alléliques. Le groupement des souches en linéages et sous-linéages (SL), 
basé sur la cgMLST, est hautement concordant avec l'arbre phylogénétique basé sur la 
séquence MLST. Les linéages III et IV sont dispersés en de multiples SLs rares, tandis que les 
linéages I et II sont fortement structurés en grands SLs comprenant chacun de multiples 
souches étroitement apparentées. La comparaison des SLs définis par cgMLST aux CCs 
définis par MLST (Figure 4) a révélé une correspondance univoque entre les deux techniques. 
De ce fait, la nomenclature des souches de Listeria définie par la cgMLST (SL et CT) peut 
être facilement mise en correspondance avec la nomenclature définie par MLST (CC et ST) 
qui est largement utilisée. La cgMLST a, de plus, permis de mettre en évidence des souches 
persistantes dans l’environnement et de démontrer la transmission internationale des SLs 
majeurs (Moura et al., 2017).  
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Figure 4 : Les nomenclatures cgMLST versus MLST. A. Regroupement basé sur le « Single-
linkage » des profils alléliques de la cgMLST montrant un aperçu général de la correspondance entre 
les complexes clonaux (CC, basés sur la MLST; cercle externe) et les sous-linéages (SL, basés sur la 
cgMLST; cercle intérieur). Les branches sont colorées par linéage phylogénétique (I : rouge, II : 
orange, III : vert, IV : bleu). B. Arbre phylogénétique des linéages I et II basé sur les profils alléliques 
de la MLST. Les ST sont représentés par des cercles proportionnels au nombre d'isolats et colorés par 
sous-linéage, tel que déterminé par cgMLST. La longueur des traits reliant les ST est proportionnelle 
au nombre de différences alléliques. Les traits en pointillés représentent 4 différences alléliques ou 
plus entre les profils MLST. Les zones grises autour des groupes de cercles indiquent les complexes 
clonaux MLST (D'après Moura et al., 2017) . 
 
4. Principaux caractères bactériologiques de L. monocytogenes  
L. monocytogenes est un petit bacille se présentant sous forme de bâtonnets réguliers aux 
extrémités arrondies, de 0,5 à 2 μm de longueur sur 0,4 à 0,5 μm de diamètre. C’est une 
bactérie non capsulée et non sporulante (Ryser and Marth, 2007), capable de mobilité dans 
l’environnement par une flagellation péritriche (Figure 5). La biosynthèse des flagelles est 
dépendante de la température et se produit à des températures inférieures ou égales à 30°C. A 
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37°C (température de l’hôte), la majorité des souches ne produisent pas de flagelles et sont 
donc immobiles (Nilsson et al., 2011).  
 
 
Figure 5 : L. monocytogenes observée par microscopie électronique à transmission. (Source: A.B. 
Dowsett/Photo Researchers, Inc.). 
 
L. monocytogenes est une bactérie aéro-anaérobie facultative, positive pour la catalase, 
négative pour l’oxydase et capable de fermenter de nombreux glucides sans production de gaz 
(Anses, 2011). Lorsqu’elle est cultivée sur gélose nutritive à 37°C, elle forme en 24-48h de 
petites colonies translucides, à reflets bleutés.  
L. monocytogenes possède un certain nombre de caractéristiques lui permettant de survivre et 
de croître dans les aliments et également de coloniser de nombreuses niches écologiques. Elle 
peut croitre dans une large gamme de température (2-45°C), avec une croissance optimale 
entre 30°C et 37°C. Sa croissance à des températures de réfrigération (2-4°C) rend le contrôle 
de ce pathogène alimentaire particulièrement difficile (Gandhi and Chikindas, 2007). Cette 
espèce peut également tolérer de fortes concentrations de sel, allant jusqu'à 10%, ainsi qu'une 
large gamme de pH (4,0-9,6) avec un optimum de croissance à pH 7,1. Listeria est capable de 
survivre pendant de longues périodes à des pH proches de 4, mais ne survit toutefois pas à une 
exposition de 30 minutes à un pH inférieur à 3,0 (Smith et al., 2012). 
 La capacité de L. monocytogenes à se multiplier dans une large gamme de température et de 
pH, ainsi que ses exigences nutritives modérées, permet à cette bactérie de survivre dans des 
conditions très défavorables et à coloniser de nombreuses niches écologiques. Ses capacités 
de résistance et d’adaptation constituent donc un risque sérieux pour les industries 
agroalimentaires et classe cette bactérie parmi les agents pathogènes les plus surveillés. 
Les méthodes d'isolement à partir de matrices environnementales telles que les boues de 
station d'épuration, les lisiers ou le sol, comprennent obligatoirement une étape 
d’enrichissement réalisée généralement en bouillon de Fraser ou dans un milieu de 
composition proche de celui-ci incubé à une température de 30°C ou 37°C pendant 24 à 48h. 
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L’identification des bactéries est ensuite réalisée par un isolement à partir des bouillons 
d’enrichissement sur des géloses sélectives du genre Listeria (gélose PALCAM ou Oxford) 
ou de l’espèce L. monocytogenes (gélose ALOA-Agar Listeria selon Ottaviani et Agosti ou 
« Rapid L'mono ») incubées à 37°C pendant 24 à 48h.  
- Les milieux PALCAM et Oxford permettent, grâce à une association du chlorure de lithium 
et d’antibiotiques, d’inhiber la microflore de contamination et de reconnaître les colonies de 
Listeria par l'hydrolyse de l'esculine en glucose et en esculétine. Ce dernier composé forme un 
complexe noir en présence des ions ferriques apportés par le citrate de fer.  
- Le milieu chromogénique ALOA différencie L. monocytogenes des autres espèces de 
Listeria spp, grâce à la formation, autour de la colonie bleue, d’un halo de précipitation des 
phospholipides clivés par une des phospholipases spécifique de L. monocytogenes. 
- Le milieu « Rapid’L mono » contient également des agents sélectifs permettant de limiter le 
développement de la flore contaminante. Les colonies de L. monocytogenes et L. ivanovii 
apparaissent bleues par l’activité de leurs phospholipases C, les autres espèces de Listeria 
forment des colonies blanches. La fermentation du xylose permet de différencier L. ivanovii 
(xylose + : présentant un halo jaune autour de la colonie) de L. monocytogenes (xylose - : ne 
présentant pas de halo autour de la colonie). 
 
5. Le processus infectieux  
5.1. Infection de l’organisme 
La porte d’entrée principale de L. monocytogenes chez l’homme est le tube digestif, suite à 
l’ingestion d’aliments contaminés. De manière intéressante, L. monocytogenes cible des 
points précis de l’épithélium intestinal pour cette internalisation. En effet, la E-cadhérine 
(Ecad), un des deux récepteurs utilisés par L. monocytogenes pour son entrée dans les cellules 
épithéliales (voir ci-dessous), est considérée comme inaccessible à partir de la lumière 
intestinale, car protégée par les jonctions serrées. Ainsi, il a été démontré que Listeria ne 
perturbe pas activement les jonctions serrées mais cible spécifiquement des sites 
d’irrégularités de l’épithélium intestinal où la Ecad est exposée (Figure 6A) : dans les zones 
d’extrusion de cellules épithéliales, aux extrémités et sur les côtés latéraux des villosités 
intestinales, autour des cellules caliciformes sécrétrices de mucus (Goblet cells) et dans les 
replis des villosités intestinales (Pentecost et al., 2006, 2010; Nikitas et al., 2011).  
Deux mécanismes sont proposés pour expliquer le franchissement de la barrière intestinale 
par Listeria. Le premier (Figure 6A), démontré chez des souris transgéniques exprimant la 
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Ecad humaine au niveau des entérocytes, suggère qu’après son adhésion, L. monocytogenes 
est internalisée, rapidement transcytosée à travers l'épithélium intestinal et libérée dans la 
lamina propria par exocytose, où elle va se disséminer via la circulation sanguine (Nikitas et 
al., 2011). Le deuxième mécanisme (Figure 6B) démontré chez les cobayes, suggère que suite 
à leur internalisation les bactéries se multiplient et se propagent aux entérocytes voisins via le 
« cell-to-cell spread ». La dissémination des bactéries vers la lamina propria sous-jacente 
serait bloquée par la membrane basale de l'épithélium intestinal, ainsi les villosités intestinales 
constitueraient une niche pour la réplication des bactéries. Ces bactéries sont ensuite 
relarguées dans la lumière intestinale où elles réinfectent les plaques de Peyer, les leucocytes 
de la lamina propria et d’autres entérocytes (Melton-Witt et al., 2012). 
 
 
 
 21 
Figure 6 : Modèles de la traversée de la barrière intestinale par L. monocytogenes. A. 
L. monocytogenes peut traverser les villosités intestinales, en accédant à la Ecad exposée à la surface 
après extrusion des cellules apoptotiques ou aux jonctions entre les cellules caliciformes sécrétant du 
mucus et les entérocytes, par transcytose à travers les cellules caliciformes. Certaines bactéries 
peuvent également être absorbées par les cellules M des plaques de Peyer (Adaptée de Radoshevich 
and Cossart, 2018). B. (1) L. monocytogenes envahit les entérocytes à l'extrémité des villosités 
intestinales. Une fois internalisée, la bactérie se multiplie et se propage aux entérocytes voisins par 
dissémination de cellules en cellules. (2) La membrane basale de l'épithélium intestinal empêche la 
propagation des bactéries dans la lamina propria sous-jacente. Les bactéries sont alors relarguées dans 
la lumière intestinale à l'intérieur des entérocytes extrudés. Elles réinfectent ensuite les plaques de 
Peyer (PP) (3), les macrophages de la lamina propria (4) et d’autres entérocytes (5). L. monocytogenes 
peut se disséminer dans les leucocytes infectés (cellules dendritiques et/ou macrophages) via la veine 
porte directement vers le foie (6) et le long des vaisseaux lymphatiques afférents jusqu'aux ganglions 
mésentériques (MLN) (7) (D'après Melton-Witt et al., 2012). 
 
L. monocytogenes se dissémine ensuite via la circulation sanguine ou lymphatique vers le foie 
et la rate. Les travaux de Melton-Witt et coll., (2012) suggèrent que la dissémination des 
bactéries vers le foie se fait par deux voies (Figure 6B) : une voie directe à partir de l'intestin 
et une voie indirecte depuis l'intestin via les ganglions mésentériques. La charge bactérienne 
dans le foie est principalement due à la propagation bactérienne via la voie directe. Si le 
système immunitaire ne contrôle pas l’infection, les bactéries se multiplient et se disséminent 
vers des organes cibles, le cerveau ou le placenta.  
La multiplication des bactéries dans le sang, la traversée de la barrière hémato-encéphalique 
chez les sujets immunodéprimés, ou la traversée de la barrière fœto-placentaire chez la femme 
enceinte, produisent les pathologies de la listériose invasive : septicémies, méningites, 
méningo-encephalites, fausses-couches et infections néonatales (Figure 7) . 
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Figure 7 : Schéma de l'infection par L. monocytogenes chez l’homme. Après ingestion d'aliments 
contaminés, L. monocytogenes peut traverser la barrière intestinale et se propager, via les ganglions 
lymphatiques, dans la circulation sanguine puis gagner le foie et la rate. Chez les sujets 
immunodéprimés, L. monocytogenes peut se disséminer dans l’organisme et traverser la barrière 
hémato-encéphalique ou la barrière fœtoplacentaire, et infecter le cerveau ou le placenta (D'après 
Radoshevich and Cossart, 2018). 
 
5.2. Infection cellulaire 
L. monocytogenes est une bactérie intracellulaire facultative. Elle peut survivre à la 
phagocytose dans les macrophages et les cellules dendritiques, ou envahir des cellules non-
phagocytaires (e.g. des cellules épithéliales et endothéliales), puis s'y multiplier. Suite à son 
adhésion à la surface de la cellule hôte et à son internalisation (Figure 8), la bactérie 
s’échappe rapidement de la vacuole d’entrée en perturbant la membrane vacuolaire par 
l’activité de différents facteurs de virulence qui seront présentés ci-dessous. L. monocytogenes 
se retrouve alors dans le cytoplasme de la cellule hôte, où elle se multiplie. Dans ce 
compartiment, elle utilise le cytosquelette d’actine de l’hôte pour se déplacer et se propager 
vers les cellules voisines, en générant des protrusions membranaires, puis des vacuoles 
secondaires dans les cellules adjacentes. Ces vacuoles sont également lysées, permettant à la 
bactérie d’initier un nouveau cycle infectieux (Camejo et al., 2011). 
 
 
 
Figure 8 : Cycle intracellulaire d’infection de cellules épithéliales par L. monocytogenes. 
L. monocytogenes se lie aux cellules épithéliales hôtes et induit son internalisation par un processus 
dépendant des deux protéines de la surface bactérienne InlA et InlB. La toxine LLO (associée aux 
phospholipases bactériennes PlcA et PlcB, selon le type de cellule) favorise la lyse de la membrane 
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vacuolaire et la sortie bactérienne dans le cytoplasme, où L. monocytogenes peut se répliquer 
efficacement. L'expression de la protéine de surface ActA permet aux bactéries intracellulaires de 
polymériser l'actine de la cellule hôte et de générer des comètes d’actine qui propulsent 
L. monocytogenes à travers le cytoplasme et, par la formation de protrusions membranaires, dans les 
cellules voisines. Les bactéries se localisent dans une vacuole à double membrane, qui peut être lysée 
par la LLO, PlcA et PlcB pour initier un nouveau cycle d'infection (D'après Pizarro-Cerdá et al., 
2012). 
 
6. Principaux facteurs bactériens de la vie intracellulaire de L. monocytogenes 
Au cours des années 1980-1990, l’essor des techniques de biologie moléculaire, telles que la 
mutagenèse, le clonage et le séquençage, a permis d'identifier et de caractériser un certain 
nombre de gènes de virulence nécessaires aux différentes étapes de l’infection intracellulaire 
de L. monocytogenes. Ces gènes sont situés sur deux régions du chromosome bactérien: l’îlot 
de pathogénicité « Listeria Pathogenicity-1 (LIPI-1) » et le locus inlAB (Portnoy et al., 1992). 
 
6.1. Les protéines d’invasion internaline A et internaline B  
L. monocytogenes induit sa propre internalisation dans les cellules non-phagocytaires par un 
mécanisme dit en « fermeture éclair », grâce à l’action de deux protéines de surface, InlA et 
InlB (internalines A et B). L’opéron codant pour ces deux internalines a été découvert en 
criblant une banque de mutants incapables d’envahir les cellules épithéliales Caco-2 (Cellules 
de carcinome colique humain) (Gaillard et al., 1991). InlA et InlB sont les paradigmes d’une 
famille de protéines structurellement apparentées : les internalines. Ces protéines, organisées 
en plusieurs domaines fonctionnels, possèdent toutes un peptide-signal à l'extrémité N-
terminale et un domaine de répétitions riches en leucine (LRRs). Dans la souche de 
L  monocytogenes EGDe, cette famille comprend 25 protéines, dont seules InlA et InlB sont 
impliquées dans l’internalisation de Listeria dans les cellules, par leur interaction avec des 
récepteurs spécifiques à la surface des cellules hôtes (Bierne et al., 2007). 
 
6.1.1. InlA 
Le gène inlA code pour l’internaline A (InlA) (Gaillard et al., 1991), une protéine de surface 
ancrée de manière covalente au peptidoglycane bactérien par l’enzyme sortase A (Bierne et 
al., 2002). Le domaine LRR d’InlA, constitué de 15 répétitions de 22 acides aminés riches en 
leucine, interagit avec le récepteur cellulaire E-cadhérine (Mengaud et al., 1996, Lecuit et al., 
1997). L’Ecad est une glycoprotéine d'adhésion intercellulaire présente au niveau de 
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nombreuses barrières épithéliales, telles les barrières intestinales et foeto-placentaires. 
L’interactions InlA-Ecad contrôle le cytosquelette d’actine et la machinerie d’endocytose de 
la cellule hôte, conduisant à l’internalisation de L. monocytogenes (Pizarro-Cerdá et al., 
2012). Cette interaction est spécifique d’espèce (Lecuit et al., 1999). Une proline en position 
16 de la Ecad humaine est nécessaire à l’interaction avec InlA, alors qu’un acide glutamique à 
la même position dans la Ecad de souris empêche cette interaction. Deux lignées de souris ont 
été établies pour étudier cette spécificité d’interaction InlA-Ecad in vivo: une lignée de souris 
transgéniques exprimant la Ecad humaine au niveau des entérocytes (hEcad Tg) (Lecuit et al., 
2001)  et une lignée humanisée « knock-in mEcad (E16P KI) » avec une substitution d'acides 
aminés (E16P) qui permet à la Ecad murine d'interagir avec InlA (Disson et al., 2008). 
L’utilisation de ces deux modèles murins humanisés a démontré le rôle clé d’InlA dans le 
franchissement de l'épithélium intestinal (via les cellules caliciformes) et de la barrière 
placentaire (Disson et al., 2008). Des investigations épidémiologiques, sur la conservation du 
gène inlA dans les souches cliniques ont également conforté ce rôle d’InlA dans le 
franchissement par L. monocytogenes des barrières intestinales et placentaires humaines 
(Jacquet et al., 2004; Jonquières et al., 1998). 
 
6.1.2. InlB 
InlB a été identifiée comme la deuxième protéine d'invasion de L. monocytogenes (Dramsi et 
al., 1995). Elle permet son internalisation dans une large gamme de lignées cellulaires, 
comme les cellules HeLa, HepG2, TIB73 et Vero (Pizarro-Cerdá et al., 2012). InlB est 
attachée de manière non covalente aux acides lipotéichoïques de la paroi bactérienne par des 
motifs GW situés dans le domaine C-terminal de la protéine (Braun et al., 1997; Joncquières 
et al., 1999). La région N-terminale comporte les domaines LRRs qui sont critiques pour 
l'invasion cellulaire (Braun et al., 1999) et qui se lient au récepteur c-Met, le récepteur du 
facteur de croissance hépatocytaire (HGF) (Shen et al., 2000). c-Met est un récepteur tyrosine 
kinase qui contrôle la migration cellulaire et la croissance au cours de l'embryogenèse 
(Pizarro-Cerdá et al., 2012). Sa dérégulation est impliquée dans la formation de métastases. 
Tout comme pour l'interaction InlA-Ecad, l'interaction InlB-c-Met est spécifique d’espèce: 
InlB interagit avec le c-Met humain et murin, mais pas avec le récepteur des cellules de 
cochon d’Inde ou de lapin. Chez la souris, InlB contribue à la colonisation du foie et de la rate 
(Khelef et al., 2006) et agit en synergie avec InlA dans les cellules placentaires (Disson et al., 
2008), en stimulant la voie de signalisation PI3-kinase (Gessain et al., 2015). 
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6.2. Autres internalines 
Les autres internalines caractérisées à ce jour affectent d’autres étapes du processus infectieux 
de L. monocytogenes. Par exemple, InlJ et InlL contribuent à l’adhésion aux cellules et à la 
liaison aux mucines des bactéries (Lindén et al., 2008; Sabet et al., 2008; Popowska et al., 
2017). InlC a un double rôle : dans la dissémination intercellulaire, via son interaction avec la 
protéine de cytosquelette TUBA, et dans l’immunité innée, via son interaction avec I-KB 
(Rajabian et al., 2009; Gouin et al., 2010). InlF permet l’adhésion de L. monocytogenes à la 
surface des cellules endothéliales du cerveau en se liant à la vimentine (Ghosh et al., 2018). 
InlP promeut la transcytose de L. monocytogenes à travers la face basale des monocouches 
épithéliales, via son interaction avec la protéine de cytosquelette Afadine, ce qui peut 
contribuer à la traversée de la membrane basale durant l'infection placentaire (Faralla et al., 
2018). 
 
6.3. Facteurs codés par le locus de virulence LIPI-1 
LIPI-1 code pour sept gènes ayant un rôle essentiel pour la vie intracellulaire de Listeria. Il 
est constitué de trois unités transcriptionnelles (Figure 9).  
 
Figure 9 : L'îlot de pathogénicité-1 (LIPI-1) de L. monocytogenes. LIPI-1 code pour trois unités 
transcriptionnelles : 1. Le gène hly qui code pour la LLO, 2. L’opéron mpl-actA-plcB et 3. L’opéron 
plcA-prfA. Les gènes orientés vers la droite sont sur le brin positif. Les boîtes PrfA sont indiquées par 
des carrés noirs, les promoteurs connus et les transcrits sont indiqués par «P» et les lignes pointillées, 
respectivement (D'après de las Heras et al., 2011). 
 
6.2.1. LLO  
La position centrale de LIPI-1 est occupée par le gène hly, codant pour la listériolysine O 
(LLO). Cette toxine a été le premier facteur de virulence identifié chez L. monocytogenes 
(Gaillard et al., 1986). C’est une enzyme formant des pores membranaires et appartenant à la 
famille des cytolysines cholestérol-dépendantes (CDC). Elle est nécessaire à la lyse de la 
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membrane de la vacuole d’entrée et à la libération des bactéries dans le cytoplasme (Hamon et 
al., 2006; Seveau, 2014; Osborne and Brumell, 2017). 
La LLO est un facteur de virulence essentiel : son absence conduit à une avirulence totale de 
L. monocytogenes chez la souris (Vázquez-Boland et al., 2001). Elle est également requise 
pour la sortie des Listeria des vacuoles secondaires à double membrane, formées lors de la 
dissémination intercellulaire des bactéries. La LLO participe plus précisément à la 
perturbation de la membrane externe de cette vacuole (Alberti-Segui et al., 2007). L'insertion 
de LLO dans la membrane du phagosome contenant les Listeria permet également une fuite 
d’ions Ca2+ qui inhibe la maturation phagosomale et bloque l'interaction avec les 
compartiments lysosomaux. En plus de son activité de formation de pores, la LLO a diverses 
activités de signalisation, en particulier quand elle est sécrétée dans le milieu extracellulaire : 
elle affecte l’apoptose, la fonction des mitochondries, du réticulum endoplasmique, des 
lysosomes et de la chromatine (Seveau, 2014; Osborne and Brumell, 2017; Radoshevich and 
Cossart, 2018). Par exemple, il a été récemment montré que l'intégrité des lysosomes dans les 
cellules épithéliales est compromise par la LLO extracellulaire, qui induit la perméabilisation 
et la libération du contenu des lysosomes, y compris les cathépsines, qui restent 
transitoirement actives dans le cytoplasme (Malet et al., 2017). 
La restriction de l’activité de la LLO aux vacuoles d'internalisation et de dissémination est 
importante pour l'infection. En effet, l'expression incontrôlée de LLO pourrait entraîner une 
perforation des organites et de la membrane plasmique de l'hôte, entraînant la mort cellulaire 
et la destruction de la niche intracellulaire de L. monocytogenes. Plusieurs mécanismes 
restreignent l'activité de la LLO (Hamon et al., 2006; Seveau, 2014; Osborne and Brumell, 
2017). La stratégie la mieux caractérisée est la sensibilité au pH, LLO n’étant active qu’à 
faible pH, tel que celui trouvé dans le phagosome (pH 5,5) (Schuerch et al., 2005) .  
Des facteurs de l’hôte agissent aussi sur la LLO (Figure 10). Dans le phagosome, l'enzyme 
GILT (lysosomal thiol réductase inductible par l'interféron γ) et CFTR (régulateur de la 
conductance transmembranaire de la mucoviscidose) potentialisent son activité. GILT est une 
thiol-réductase lysosomale, qui active la LLO de manière optimale à bas pH, en maintenant le 
résidu de cystéine unique à l'état réduit (Singh et al., 2008). CFTR forme un canal chlorure 
dans la membrane du phagosome, et potentialise la formation de pores par la LLO (Radtke et 
al., 2011). Inversement, l’oxydation et le clivage protéolytique, médiés par la cathépsine D et 
la métalloprotéase MMP8, inhibent la LLO (Osborne and Brumell, 2017). Dans le 
cytoplasme, la LLO est ubiquitinylée et dégradée par le protéasome.  
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Figure 10 : Facteurs modulant l'activité de la LLO dans le phagosome. Les Listeria produisent et 
sécrètent des quantités variables de monomères de LLO, en fonction de nombreux facteurs 
intrinsèques et extrinsèques. Des quantités variables de LLO peuvent se lier au cholestérol (et 
éventuellement à d'autres facteurs) sur la face luminale de la membrane phagosomale. Avant que cette 
liaison ne puisse se produire, de nombreux facteurs dans le phagosome affectent la LLO. La réduction 
de LLO par GILT, la libération d’ions chlorure au phagosome par CFTR et l'acidification du 
phagosome par l'ATPase vacuolaire (pompe à protons) favorisent tous l'activité de LLO. En revanche, 
les espèces oxydantes générées par l'iNOS et la NADPH oxydase NOX2, le clivage protéolytique de la 
LLO par la cathépsine D et la MMP-8 inhibent tous l'activité de la LLO dans le phagosome. 
Ensemble, tous ces facteurs ont une incidence sur l’activité de la LLO au niveau de la membrane 
phagosomale. Il est suggéré que l’activité relativement élevée de la LLO favorise la sortie des 
bactéries du phagosome, en combinaison avec d’autres facteurs bactériens et les phospholipases de 
l’hôte (D'après Osborne and Brumell, 2017). 
 
6.2.2. ActA  
Dans la région en aval de hly, et transcrit dans le même sens, se trouve un opéron de 5,7 kb 
comprenant trois gènes: mpl, actA et plcB (Figure 9). L’expression de cet opéron est contrôlée 
par deux promoteurs situés en amont de mpl et actA (Alvarez and Agaisse, 2016). Le gène 
actA code pour la protéine ActA (Actin-assembly-inducing protein), qui induit la 
polymérisation des filaments d’actine nécessaire aux déplacements intra- et inter-cellulaires 
des Listeria cytosoliques (Tilney and Portnoy, 1989). Tout comme la LLO, ActA est 
indispensable à la pathogénicité de L. monocytogenes (Vázquez-Boland et al., 2001). C’est 
une protéine de surface de 639 acides aminés et qui est composée de quatre domaines  : (a) les 
résidus 1-29 codent pour le peptide signal requit pour la sécrétion ; (b) le domaine N-terminal 
(acides aminés 30-263) contient de nombreux résidus impliqués dans le recrutement et la 
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polymérisation d’actine. En particulier les résidus 144-170 participent au recrutement du 
complexe Arp2/3 ; (c) le domaine central (acides aminés 264-423) contient des séquences 
répétées riches en proline qui se lient aux protéines Ena/VASP et Mena, qui régulent 
l’allongement des filaments d’actine ; (d) le domaine C-terminal (acide aminés 424-639), 
comprenant des résidus hydrophobes (acide aminés 613–635), est responsable de l’ancrage 
transmembranaire d’ActA à la surface bactérienne (Figure 11A) (Pillich et al., 2017). 
 
 
 
 
 
Figure 11: Structure de la protéine ActA. A. Les 4 domaines fonctionnels d’ActA (D’après Pillich 
et al., 2017). B. Alignement des acides aminés 85 à 99 d’ActA avec le premier des deux domaines 
WH2 de N-WASP et des acides aminés 121 à 170 d’ActA avec les domaines de liaison au complexe 
WH2 et Arp2/3 des membres de la famille WASP (D'après Goldberg, 2001). 
 
ActA est un mime fonctionnel des nucléateurs de l’actine (ou « nucleation promoting 
factors » NPF) WASP et N-WASP (Gouin et al., 2005). ActA comporte des régions 
d’homologie avec les domaines de WASP/N-WASP, qui recrutent l’actine et le complexe 
Arp2/3 (Figure 11B) (Goley et Welch 2006). Lorsqu’Arp2/3 est activé, il se lie à un filament 
d’actine préexistant et catalyse la formation d’un nouveau filament d’actine. Ainsi ActA 
déclenche la polymérisation de l’actine à la surface bactérienne (Figure 12).  
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Figure 12 : Assemblage de la comète d’actine par ActA. A. L'activité de nucléation de l'actine du 
complexe Arp2/3 est stimulée par sa liaison à ActA. Il intervient dans l'addition de monomères 
d'actine à l'extrémité barbée et coiffe l'extrémité pointue d'un nouveau filament d'actine. B. Des cycles 
répétés de ramification, nucléation et extension de filaments et de libération du complexe Arp2/3 
génèrent un réseau de filaments d'actine liés par des angles de 70° (D'après Goldberg, 2001). 
 
La localisation d’ActA au pôle bactérien, lors de la division bactérienne, oriente la formation 
des filaments d’actine, créant une structure de propulsion appelée « comète d’actine ». 
Comme pour la LLO, des études récentes ont mis en évidence d’autres fonctions pour ActA, 
comme l’agrégation extracellulaire et la formation de biofilms (qui faciliterait la colonisation 
de la lumière intestinale), l'évasion de l'autophagie, la sortie vacuolaire, et l’activation de NF-
B. Ces nouvelles propriétés mettent en lumière l’importance de ce facteur de virulence 
(Pillich et al., 2017). 
 
6.2.3. PlcB  
En aval du gène actA se trouve le gène plcB qui code pour l’une des deux phospholipases 
sécrétées par L. monocytogenes. PlcB (PC-PLC) est une lécithinase à large spectre. Elle a une 
activité optimale à pH 5.5-7.0, ce qui, comme pour la LLO, est en accord avec un rôle dans 
l’échappement des phagosomes, où le pH est acide (Goldfine and Knob, 1992; Vazquez-
Boland et al., 1992). PlcB contribue à la lyse des vacuoles primaires, mais elle est aussi 
nécessaire pour une lyse efficace de la vacuole secondaire, formée par résolution des 
protrusions membranaires, lors de la dissémination intercellulaire des bactéries (Vazquez-
Boland et al., 1992; Gründling et al., 2003). Elle est secrétée sous forme d’une pro-enzyme 
(proPC-PLC), qui est activée par un clivage protéolytique catalysé par une metalloprotéase 
zinc-dépendante, Mpl (codée par le gène mpl, le premier gène de LIPI-1, voir ci-dessous) 
(Poyart et al., 1993). L’activation de PlcB par Mpl nécessite l'acidification de la vacuole 
secondaire (Marquis and Hager, 2000). PlcB peut également être clivée par une protéase à 
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cystéine. Le clivage de la proPC-PLC par l’une ou l’autre de ces protéases dépend de la 
localisation de la bactérie dans la vacuole secondaire et de l'acidification vacuolaire (Marquis 
et al., 1997). 
 
6.2.4. Mpl 
Mpl est synthétisée sous forme de pro-enzyme inactive, qui s’accumule à la surface 
bactérienne. Suite à une baisse du pH, l’auto-activation de Mpl est induite par auto-clivage,  
conduisant à la sécrétion du pro-peptide Mpl et du domaine catalytique à travers la paroi 
bactérienne (Bitar et al., 2008; Forster et al., 2011). Mpl est requise pour le clivage 
protéolytique d’ActA dans la protrusion, permettant la résolution de la protusion en vacuole 
secondaire, par arrêt de la polymérisation d’actine. Mpl a aussi un rôle clé dans l’activation de 
PlcB, permettant la lyse de la vacuole secondaire (Alvarez and Agaisse, 2016). 
 
6.2.5. PlcA 
En amont, et opposé à hly, se trouve l’opéron plcA-prfA (Figure 9). Le premier gène de ce 
bicistron code pour la deuxième phospholipase secrétée par Listeria : PlcA, une 
phospholipase C spécifique du phosphatidylinositol (PI-PLC) (Mengaud et al., 1991). PlcA 
agit en synergie avec la LLO et PlcB pour permettre l’échappement de la bactérie de la 
vacuole phagocytaire (Camilli et al., 1993; Smith et al., 1995). Des mutants plcA sont 
légèrement moins virulents que la souche sauvage chez la souris, après une inoculation 
intraveineuse, et ne peuvent plus coloniser le foie. Par contre, ces mutants sont toujours 
capables de coloniser la rate (Camilli et al., 1993). Un double mutant déficient pour les deux 
phospholipases PlcA et PlcB est 500 fois moins virulent que la souche sauvage chez la souris. 
Tandis que, les simples mutants plcA et plcB sont respectivement 3 fois et 20 fois moins 
virulents, ce qui montre l’importance, et la complémentarité, de ces deux phospholipases 
(Smith et al., 1995).  
 
6.2.6. Le facteur de transcription PrfA 
Le deuxième gène de l’opéron plcA-prfA code pour l’activateur transcriptionnel, PrfA 
(positive regulatory factor A). PrfA active l’expression de tous les gènes de virulence de LIPI-
1, dont son propre gène, ainsi que l’expression de gènes de virulence situés à d’autres loci 
(Milohanic et al., 2003; de las Heras et al., 2011). Des homologies de structure et de fonction 
entre PrfA et Crp (cAMP receptor protein) d’Escherichia coli ont permis de classer la 
protéine PrfA dans la famille des régulateurs transcriptionnels Crp/Fnr (Fnr: Fumarate and 
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Nitrate réduction regulator) (Eiting et al., 2005). PrfA agit en se liant à une séquence 
palindromique de 14 paires de bases (pb) appelée « boîte PrfA » située en amont de la région 
promotrice de tous les gènes qu’elle régule (Freitag et al., 1992; de las Heras et al., 2011). Le 
taux d’expression de prfA et des gènes PrfA-dépendants est principalement déterminé par la 
concentration et l’activité du régulateur PrfA.  
La concentration de PrfA dépend de l’expression complexe du gène prfA, gouvernée par trois 
promoteurs et différents signaux de l’environnement. 
Les promoteurs P1prfA et P2prfA, situés en amont de prfA assurent l’expression 
monocistronique constitutive de prfA. Le promoteur PplcA, situé en amont de l’opéron plcA-
prfA (Figure 9), est dépendant de PrfA. Il permet la synthèse autorégulée de PrfA, via un 
transcrit bicistronique plcA-prfA (de las Heras et al., 2011).  
L'expression de prfA est sous la dépendance de divers facteurs de l’environnement, comme 
par exemple la température. Ainsi, l’ARN messager (ARNm) de prfA fonctionne comme un 
thermosenseur qui permet la traduction sélective de PrfA. À des températures inférieures ou 
égales à 30°C, le gène prfA est transcrit à partir de ses propres promoteurs (P1/P2prfA) 
permettant ainsi un faible taux de transcription de prfA. A ces températures basses, la région 
non traduite de ce transcrit (5’-UTR) adopte une structure secondaire en « tige boucle » qui 
masque le site de fixation du ribosome, l’empêchant ainsi d’accéder à l’ARNm. A 37°C 
(température du corps des animaux à sang chaud), un mécanisme « riboswitch » est observé. 
La région 5’ non traduite de l’ARNm de prfA change de structure permettant l’accès du 
ribosome au site de fixation et la synthèse de la protéine PrfA, conduisant ainsi à la 
transcription des gènes de virulence (Johansson et al., 2002).  
 
L’activité de la protéine PrfA est aussi finement régulée, en particulier par un mécanisme 
dépendant des sources de carbone utilisées par L. monocytogenes. La présence de sucres 
rapidement métabolisables transportés par le PTS (phosphoénolpyruvate-carbohydrate-
phosphotransférase), tels que le glucose, le fructose, le mannose ou le cellobiose et d'autres β-
glucosides, entraîne une inhibition de l’activité de PrfA, induisant ainsi une répression des 
gènes PrfA-dépendants (Scortti et al., 2007; Freitag et al., 2009). En revanche, l’absence de 
sucres rapidement métabolisables et la présence de sources de carbone non-PTS, tels que le 
glycérol et le glucose-1-phosphate (G1P) (et en général tous les hexoses phosphate) entraîne 
une forte activation de PrfA (Ripio et al., 1997; Joseph et al., 2008). Les gènes PrfA-
dépendants sont induits dans le cytoplasme des cellules de l’hôte. Dans ce compartiment, le 
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G1P est disponible en tant que source de carbone exogène pour la croissance bactérienne 
(résultat du métabolisme du glycogène) (Ripio et al., 1997). 
 
PrfA appartient à une famille de facteurs de transcription qui sont activés par la liaison d’un 
cofacteur. Des travaux récents ont montré que le glutathion active l'activité de PrfA de façon 
allostérique, suggérant que le glutathion est un de ces cofacteurs (Reniere et al., 2015). La L-
glutamine, une source d’azote abondante dans le plasma et dans le cytosol. Elle a récemment 
été décrite comme un signal cytosolique majeur pour la régulation positive des gènes de 
virulence. Cependant, on ignore actuellement si la L-glutamine, comme le glutathion, affecte 
l'activité de PrfA au niveau post-traductionnel (Haber et al., 2017). L’ensemble de ces 
données indique que L. monocytogenes répond à une combinaison de signaux métaboliques et 
redox pour initier l'expression des gènes de virulence. 
 
6.2.7 OrfX 
Le dernier gène de l’îlot LIPI-1, orfX, également régulé par PrfA, code pour une petite 
protéine sécrétée qui joue un rôle dans la virulence de L. monocytogenes chez la souris. Ce 
facteur atténue la réponse oxydative des macrophages favorisant ainsi l'infection. OrfX cible 
le noyau cellulaire, où elle interagit avec la protéine RybP, qui est un important régulateur du 
développement, de l’apoptose, de l’oncogenèse et de l’immunité innée. L'expression d'OrfX 
entraîne une diminution des taux de RybP, contribuant ainsi à la survie des bactéries dans les 
macrophages (Prokop et al., 2017). 
OrfX est la deuxième nucléomoduline identifiée chez Listeria après LntA, un facteur de 
virulence sécrété vers le noyau, où il cible le répresseur de la chromatine BAHD1. En 
particulier, l'interaction de LntA avec BAHD1 module la réponse immunitaire dépendante de 
l'interféron lambda (IFN-λ) (Lebreton et al., 2011, 2014). 
 
6.4. Facteurs bactériens d’évitement de l’autophagie 
L’autophagie est un mécanisme de la cellule eucaryote qui permet la dégradation d’agrégats 
de protéines, d’organelles cytoplasmiques ou de pathogènes. Le processus commence par la 
formation d’un compartiment spécifique, l’autophagosome, puis sa fusion avec des 
lysosomes, formant un autolysosome dégradatif. Les mécanismes d’autophagie sont 
complexes et font intervenir de nombreux effecteurs (Figure 13) (Cicchini et al., 2015).  
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Figure 13 : Le processus autophagique. Lors de la carence en nutriments ou en facteurs de 
croissance, l'activation de l'AMPK et/ou l'inhibition de mTOR conduisent à l'activation du complexe 
ULK, qui phosphoryle Beclin-1, entraînant l'activation de VPS34 et la formation du phagophore. ULK 
fonctionne dans un complexe avec FIP200 et ATG13, tandis que le fonctionnement de VPS34 
nécessite une sous-unité de régulation, VPS15 et Beclin-1, qui interviennent dans l'association d'autres 
facteurs régulateurs tels qu’AMBRA, ATG14, UVRAG et BIF-1. Les différentes protéines ATG telles 
que ATG5 et ATG7 constituent deux «systèmes de conjugaison de type ubiquitine» qui catalysent la 
formation de LC3 (LC3-II) conjugué à la phosphatidyléthanolamine (PE) et dirigent son incorporation 
dans la membrane du phagophore, où il sert de site d'accueil des protéines adaptatrices (et des 
cargaisons liées). La fermeture du phagophore allongé marque la formation de l’autophagosome 
mature, qui finit par fusionner avec un lysosome, entraînant une dégradation du cargo et un recyclage 
des nutriments et des métabolites (D’après Cicchini et al., 2015). 
 
Dans la voie de l’autophagie dite canonique, l’initiation de la formation des autophagosomes 
fait intervenir deux complexes protéiques (Figure 13) : le complexe ULK et le complexe 
VPS34. En condition riche en nutriments, le complexe ULK est inhibé par mTORC1. En 
condition de carence, ULK est activé suite à la dissociation de mTORC1 (Hosokawa et al., 
2009). Une fois activé, ULK1 phosphoryle Beclin-1, qui active le complexe VPS34 (Russell 
et al., 2013). L’activation de ce dernier va permettre la production de phosphatidylinositol 3-
phosphate (PI3P) dans la membrane destinée à former le phagophore. PI3P recrute les 
protéines nécessaires à l'élongation du phagophore, comme ATG5-ATG12 et 
LC3/GABARAP. L’activité de ces deux systèmes de conjugaison permet l’ajout d’un 
groupement lipidique de phosphatidyl-étanolamine (PE) sur la protéine LC3 (LC3-II). Cette 
étape, appelée « lipidation de LC3 », est cruciale pour l’élongation du phagophore (Cicchini 
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et al., 2015). Le phagophore s'allonge jusqu'à ce que ses membranes fusionnent, générant un 
autophagosome (à double membrane), qui finit par fusionner avec le lysosome, formant un 
autolysosome (à simple membrane) dont le contenu est dégradé par les hydrolases 
lysosomales. L'autophagie basale utilise des protéines adaptatrices, telles que p62/SQSTM1, 
pour identifier et délivrer au phagophore, des protéines mal repliées ou agrégées et des 
organelles endommagées. Ces protéines adaptatrices se lient à LC3-II et jouent ainsi un rôle 
«cargo» en conduisant les éléments à dégrader vers l’autophagosome (Pankiv et al., 2007). 
 
Lors d'une infection par des agents pathogènes intracellulaires, les protéines d’autophagie 
orchestrent plusieurs réponses antimicrobiennes, en marquant des vacuoles contenant ces 
pathogènes et en protégeant le cytosol de l'hôte contre les envahisseurs. Le processus 
d’autophagie utilisé pour la dégradation des pathogènes est appelé « xénophagie » (Kwon and 
Song, 2018). Comme beaucoup de pathogènes intracellulaires, L. monocytogenes contourne 
activement l'autophagie de l'hôte, pour favoriser sa survie (Huang and Brumell, 2014). Ce 
phénomène a été essentiellement décrit dans les macrophages murins, à des étapes précoces 
de l’infection. Des résultats récents suggèrent que Listeria est ciblée de façon séquentielle par 
deux processus d’autophagie distincts, l’un dans le phagosome, l’autre dans le cytoplasme 
(Figure 14) (Mitchell et al., 2018). Les phagosomes contenant Listeria recrutent les protéines 
d’autophagies LC3 et Galectine 8 (Lam et al., 2013; Thurston et al., 2012). Ce processus 
nécessite la perforation de la membrane vacuolaire par LLO mais est indépendant du 
complexe ULK (Meyer-Morse et al., 2010). Dans un deuxième temps, les bactéries qui 
entrent dans le cytoplasme sont marquées par la galectine et l’ubiquitine, ce qui recrute les 
protéines adaptatrices p62 et NDP52 et dirige les bactéries vers l’autophagie ULK-
dépendante. Cependant, ActA et les phospholipases bactériennes contrecarrent ce mécanisme. 
ActA camoufle la surface bactérienne (Yoshikawa et al., 2009) et les PLC réduisent les 
niveaux intracellulaires de PI3P (Mitchell et al., 2015; Tattoli et al., 2014). Par ailleurs, les 
bactéries se déplaçant par polymérisation de l’actine s'éloignent des membranes LC3+ 
(Mitchell et al., 2018). Ainsi,  les L. monocytogenes cytosoliques évitent l'autophagie, ce qui 
est essentiel pour la croissance intracellulaire  (Yoshikawa et al., 2009; Mitchell et al., 2015). 
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Figure 14 : Modèle de l'interaction de L. monocytogenes avec la machinerie d'autophagie de 
l'hôte pendant l'infection dans les macrophages. Deux processus d’autophagie distincts ciblent 
séquentiellement L. monocytogenes au cours de l’infection cellulaire. (1) La LLO déclenche la 
lipidation de LC3 sur la vacuole contenant Listeria par un processus indépendant du complexe ULK. 
(2) Les bactéries qui produisent ActA et les PLC interfèrent avec l'autophagie et prolifèrent dans le 
cytosol de l’hôte. (3) Pendant l’échappement de la voie phagolysosomale, L. monocytogenes pourrait 
s'associer à une vacuole rompue ou à des restes membranaires marqués par des chaînes de galectines 
(Gal) et d'ubiquitine (Ub) et recruter des adaptateurs d’autophagie (p62 et NDP52). Une fois dans le 
cytosol, L. monocytogenes peut également s'associer directement à l’Ub et aux adaptateurs 
d’autophagie (e.g; p62). (4) Les adaptateurs d’autophagie interviennent dans la capture des bactéries 
par la xénophagie, un processus qui nécessite le complexe ULK. (D'après Mitchell et al., 2018). 
 
Outre ActA, la molécule de surface InlK protège également Listeria de la dégradation 
autophagique, en recrutant à la surface bactérienne la protéine Vault. Cependant, le gène inlK 
n’est pas exprimé par les bactéries cultivées in vitro. On ne sait donc pas dans quelle situation 
cet inhibiteur de l’autophagie intervient lors de la pathogenèse (Dortet et al., 2011). 
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6.5. Autres facteurs de pathogénicité 
Au cours des dernières années, l'avènement de la génomique a permis l’identification et la 
caractérisation fonctionnelle de nouveaux facteurs de virulence de Listeria. On connaît 
désormais près de 50 molécules déployées par L. monocytogenes pour promouvoir son cycle 
d'infection cellulaire et le contrôle des gènes de défenses de l’hôte. Nous référons le lecteur à 
des revues pour la description précise de ces effecteurs (voir revue Camejo et al., 2011; 
Radoshevich and Cossart, 2018).  
 
7. Facteurs bactériens de résistance au stress 
L. monocytogenes s’adapte à de très nombreux stress environnementaux et colonise de 
nombreuses niches écologiques, dont les environnements de transformation et de conservation 
des aliments. Comme évoqué précédemment, ce pathogène a la capacité de se multiplier aux 
températures de réfrigération, à des concentrations élevées en sels, à un pH variant de 4,0 à 
9,6 et à une activé d’eau (aw) allant jusqu’à 0,92. Listeria peut aussi tolérer différents 
désinfectants: sels d'ammonium quaternaire, peroxyde hydrogène, acide peracétique et 
hypochlorite de sodium (Harter et al., 2017). En outre, l’exposition de L. monocytogenes à des 
conditions modérées d'un type de stress particulier peut produire une protection croisée contre 
d'autres stress et engendrer des souches persistantes dans un environnement donné 
(Chaturongakul et al., 2008). La survie de L. monocytogenes dans un environnement hostile 
implique de nombreux gènes, tels des gènes codants pour des protéines de surface, des 
protéines sécrétées, des transporteurs, des facteurs de mobilité, ainsi que plusieurs régulateurs 
de transcription, comme Sigma B (σB), PrfA, CodY et CtsR (Chaturongakul et al., 2008). 
 
7.1. Le régulon Sigma B 
Chez de nombreuses bactéries à Gram positif, le facteur sigma alternatif σB est un régulateur 
transcriptionnel clé, mis en jeu en réponse à des modifications des conditions 
environnementales. La régulation de l'expression génique par σB conduit à la mise en œuvre 
de mécanismes adaptatifs qui contribuent à la résilience, c'est à dire de la coordination de 
réseaux complexes sensibles à ces changements. Chez L. monocytogenes, environ 130 gènes 
sont contrôlés par ce facteur de transcription, permettant à L. monocytogenes de s’adapter à 
des stress divers et variés (stress osmotique, nutritionnel, salin, alcalin, acide, chimique, 
oxydatif et thermique) (Ferreira et al., 2001; Kazmierczak et al., 2003; Wemekamp-Kamphuis 
et al., 2004; Chaturongakul et al., 2008; Zhang et al., 2011; Smith et al., 2012; Makariti et al., 
2015). 
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Par exemple, afin de faciliter la survie bactérienne dans des environnements acides, la 
consommation de protons par décarboxylation du glutamate en γ-aminobutyrate (GABA) 
(système GAD), qui contribue à élever le pH, est un exemple de capacités métaboliques 
contrôlées par σB. En effet, l'expression des gènes gad de L. monocytogenes est, en partie, 
dépendante de σB (voir ci-dessous). σB est également impliqué dans des réseaux complexes 
régulant les fonctions liées au métabolisme des glucides, y compris les systèmes de PTS et le 
métabolisme de la N-acétylglucosamine (GlcNAc) ou du glycérol (Guldimann et al., 2016). 
σB régule également positivement la transcription de dapE, qui code pour un intermédiaire 
clé (le mésodiaminopimélate) de la voie de synthèse du peptidoglycane (Abram et al., 2008). 
L’expression de dapE est augmentée dans les bactéries en phase stationnaire et à l'intérieur 
des cellules hôtes (Toledo-Arana et al., 2009). Ces résultats montrent l’importance de la 
régulation σB-dépendante sur les composants de la paroi cellulaire bactérienne. 
En ce qui concerne la pathogénie, bien que PrfA soit le régulateur transcriptionnel majeur des 
gènes de virulence, σB contribue à la régulation d’un réseau plus large, qui contrôle des 
facteurs impliqués dans la colonisation de l’hôte et la pathogénie. Il est important de souligner 
qu’un certain nombre d'études ont montré des chevauchements importants et complexes entre 
les régulons σB et PrfA. σB contribue également à la régulation transcriptionnelle de prfA lui-
même, à travers le promoteur P2prfA (Guldimann et al., 2016). 
 
7.2 Ilots de survie au stress « Stress Survival Islets » 
Certaines souches de L. monocytogenes retrouvées dans les aliments ou les environnements 
industriels portent des éléments génétiques qui codent pour des facteurs de résistances aux 
stress couramment rencontrés dans les environnements de transformation des aliments : les 
îlots de survie aux stress SSI-1 et SSI-2 (Ryan et al., 2010) et (Harter et al., 2017). 
 
7.2.1 SSI-1  
SSI-1 est une région de 8,7 kbp constituée de cinq gènes lmo0444, lmo0445, pva, gadD1 et 
gadT1 insérés entre les gènes lmo0443 et lmo0449 (Figure 15). 
 
 
Figure 15 : Organisation génétique de l’îlot SSI-1 chez L. monocytogenes EGDe. (D’après Ryan et 
al., 2010). 
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pva (lmo0446) code pour un locus qui joue un rôle dans la résistance à la toxicité aiguë de la 
bile et des sels biliaires (Begley et al., 2005). gadD1 (lmo0447) et gadT1 (lmo0448) font 
partie du système GAD (glutamate decarboxylase) de résistance aux stress acides et sont 
essentiels pour la croissance de Listeria dans des environnements légèrement acides (pH 5.1) 
(Cotter et al., 2005) et lmo0445 code pour un régulateur positif de l’îlot. L’expression de l’îlot 
est régulée par σB. SSI-1 est important pour la croissance des bactéries dans la matrice 
alimentaire, mais est généralement absent chez les souches cliniques (appartenant aux 
sérovars 4b) (Ryan et al., 2010). Ceci souligne le fait que les mécanismes bactériens de 
résistance aux stress rencontrés dans l’environnement peuvent être distincts de ceux impliqués 
dans les infections. 
 
7.2.2 SSI-2 
SSI-2 est retrouvé principalement dans les souches isolées d’aliments et appartenant au ST121 
(linéage II) (Hein et al., 2011).  SSI-2 est inséré au même locus que SSI-1, entre lmo0443 et 
lmo0449 ; il comprend deux gènes homologues aux gènes lin0464 et lin0465 de L. innocua. 
lin0464 code pour un régulateur transcriptionnel putatif et lin0465 code pour une protéase 
intracellulaire (PfpI). Une souche possédant SSI-2 (6179 ST121, sérotype 1/2a) a été isolée à 
plusieurs reprises dans un environnement de transformation de fromages, sur une période 
totale de 12 ans. Les protéines homologues à Lin0464 et Lin0465 de cette souche, sont 
impliquées dans les réponses aux stress alcalin et oxydatif. L’expression des deux gènes ne 
semble pas être dépendante du facteur σB (Harter et al., 2017).  
 
8. Pathologie 
8.1. Listériose animale 
L. monocytogenes est reconnue comme pathogène pour l’homme et pour plusieurs espèces 
animales, tandis que, L. ivanovii est identifiée comme pathogène essentiellement pour les 
ruminants (Liu, 2008). La contamination des animaux s’effectue le plus généralement par 
l’ingestion de végétaux. Ce sont donc les herbivores qui sont principalement atteints. La 
prévalence du pathogène varie suivant les saisons. Elle est plus élevée durant la période 
hivernale. Ce phénomène peut être expliqué par l’accroissement des risques de contamination 
pendant la stabulation des animaux (Nightingale et al., 2005). Le suivi de l’excrétion de 
L. monocytogenes dans une exploitation laitière a montré que jusqu’à 94% des vaches avaient 
excrété au moins une fois L. monocytogenes durant la période d’étude (Ho et al., 2007). De 
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plus, le portage intestinal de L. monocytogenes a été démontré pour de nombreuses espèces 
animales, avec une large proportion d’animaux qui sont des porteurs sains de Listeria dans 
leurs fèces (Ryser and Marth, 2007). Les animaux de rente (bovins porcins, ovins, caprins et 
équins) sont porteurs de L. monocytogenes, tout comme, les animaux sauvages, les volailles, 
les oiseaux sauvages et les rongeurs. Les principales formes cliniques de la maladie sont des 
avortements, des entérites, des septicémies et des atteintes du système nerveux central. Les 
formes nerveuses sont essentiellement décrites sous l’appellation de «circling disease» car les 
animaux atteints se déplacent difficilement, titubent et tournent en rond toujours dans le 
même sens avant de tomber (Dhama et al., 2015). Bien que la plupart des infections soient 
subcliniques, la listériose animale sévit souvent de façon sporadique et parfois de façon 
épidémique, conduisant généralement à des formes mortelles d’encéphalites (Ryser and 
Marth, 2007).  
 
8.2. Listériose humaine  
On peut considérer que la listériose est une infection essentiellement animale et 
« accidentellement » humaine, en raison de sa faible prévalence chez l’homme (0.47 cas pour 
100,000 habitants en Europe, en 2016). Toutefois, il est important de souligner que c’est une 
maladie qui reste particulièrement grave, avec un taux de mortalité entre 15 et 30% (Watson, 
2009). Les dernières données de l’EFSA (European Food Safety Authority) indiquent qu’elle 
est la zoonose la plus dangereuse en Europe en 2016, de part le nombre et le pourcentage de 
cas mortels (EFSA Journal 2017) (Tableau 3). 
 
 
Tableau 3 : Taux d'hospitalisation et de létalité dus aux zoonoses dans les cas humains confirmés 
dans l'UE en 2016 (D’après EFSA Journal 2017). 
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8.2.1. Manifestation cliniques et personnes à risques 
Les signes cliniques de la listériose permettent une distinction en deux catégories : la 
listériose non-invasive et la listériose invasive. Chez les personnes immunocompétentes, la 
listériose non-invasive se manifeste par une gastro-entérite fébrile et les symptômes 
disparaissent généralement au bout de deux jours (Donovan, 2015). La probabilité pour un 
consommateur de déclencher une listériose est fonction de la virulence de la souche 
infectante, de la quantité de bactéries ingérées (dose-réponse) et du statut immunitaire de la 
personne infectée. La dose infectieuse liée à la listériose est estimée entre 10
4
 et 10
6
 
bactéries/g de produit ingéré (Madjunkov et al., 2017). En revanche, chez les populations 
dites « à risques », les personnes âgées, les personnes immunodéprimées, les fœtus des 
femmes enceintes, même de faibles niveaux de contamination alimentaire peuvent entraîner 
des pathologies sévères à mortelles : bactériémies, neuro-listérioses et infections materno-
fœtales et néonatales (Charlier et al., 2017). Des études épidémiologiques ont identifié des 
facteurs de risque pour la bactériémie et la neuro-listériose, notamment l'âge avancé, les 
déficits immunitaires, les tumeurs malignes, l'infection par le VIH, la cirrhose, le diabète 
sucré, l'alcoolisme et les traitements immunosuppresseurs (Goulet et al., 2012). 
Chez les femmes enceintes, qui présentent un risque d'infection 18 fois plus élevé que la 
population générale, la transmission de la mère au fœtus se fait par le placenta. Dans ce cas de 
listériose materno-fœtale, l’infection de la mère peut être soit asymptomatique, soit 
caractérisée par un léger état grippal. En revanche, les symptômes sont sévères chez le fœtus 
(mort intra-utérine, naissance prématurée) (Madjunkov et al., 2017). De façon surprenante, les 
hémocultures à partir de sang maternel sont négatives pour L. monocytogenes dans 50% de 
cas (Charlier et al., 2017). 
La durée d’incubation moyenne de la listériose est de 3 semaines, mais elle peut être très 
longue dans certains cas (jusqu’à 70 jours, dans des cas de listérioses materno-fœtales Goulet 
et al., 2013), ce qui ne facilite pas l’identification de la source de contamination en cas de 
maladie déclarée (Allerberger and Wagner, 2010). De plus, la listériose est une maladie 
principalement sporadique, ce qui complexifie également la recherche des aliments 
contaminés. Par exemple, une étude faite aux Etats-Unis par Ebel et coll. (2016), montre que 
le pourcentage de listérioses sporadiques est bien supérieur au pourcentage de cas 
épidémiques (entre 2007 et 2009, 100% de cas sporadiques pour 0% de cas épidémique ; en 
2011, 70% de cas sporadiques pour 30% de cas épidémiques).  
Le traitement de la listériose consiste en une antibiothérapie qui prend en compte la résistance 
intrinsèque de L. monocytogenes aux céphalosporines. L’antibiotique généralement utilisé est 
 41 
l’ampicilline, auquel on ajoute la gentamicine dans les cas de septicémies et de méningites. La 
durée recommandée du traitement est de 10 à 14 jours pour une septicémie et de 14 à 21 jours 
pour une méningite (Donovan, 2015).  
 
9.2.2. Incidence en France  
Comme évoqué précédemment, la listériose est une maladie d’origine principalement 
alimentaire. Les aliments les plus à risques pour la transmission de la listériose sont ceux dont 
la durée de conservation est longue et dont la consommation peut se faire en l’état (sans 
cuisson, « ready-to-eat »)  (Porto-Fett et al., 2013). Se retrouvent notamment dans cette 
catégorie les fromages fabriqués à partir de lait cru, les produits de charcuterie, les poissons 
fumés à froid et les légumes crus. Les aliments transformés sont aussi des sources potentielles 
de contamination, en raison de la persistance de L. monocytogenes dans les industries agro-
alimentaires. 
En 2016, 1455 cas de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC), impliquant plus de 
13997 malades, ont été déclarés en France. L’agent pathogène le plus fréquemment retrouvé 
était Salmonella avec 35% de cas confirmés (InVS, 2015). Depuis plusieurs années, 
L. monocytogenes n’est pas impliquée dans des TIAC, mais des cas isolés de listériose ont été 
recensés (374 cas en 2014, InVS, 2014). En France, l’incidence de la listériose était en 
constante diminution jusqu’en 2001 puis s’est stabilisée jusqu’en 2005 (3,3 cas par million 
d’habitants). Depuis 2006, elle a augmenté pour atteindre 5,7 cas par million d’habitants en 
2013. En 2013, 369 cas de listériose et 64 décès sont survenus en France (létalité 17 %). Cette 
augmentation d’incidence, surtout observée chez les sujets très âgés et ceux présentant des 
comorbidités, a également été constatée dans d’autres pays européens. Par ailleurs, 
l’augmentation du nombre de cas de listériose concerne surtout les formes bactériémiques 
(Figure 16) . Plusieurs hypothèses ont été avancées pour expliquer cette augmentation, dont le 
vieillissement de la population et l’augmentation du nombre de personnes dont le système 
immunitaire est altéré (e.g. personnes sous traitement immunosuppresseur, personnes 
diabétiques) (Goulet et al., 2012). De plus, la présence plus fréquente de L. monocytogenes (à 
des niveaux de contamination suffisants pour infecter une personne immunodéprimée) 
pourrait être associée à une diminution des teneurs en sel et l’augmentation des dates limites 
de consommation des aliments (Goulet et al., 2008). Cependant, rien ne permet d’identifier 
clairement le déterminisme de l’augmentation des cas de listériose. Malgré l’effort constant 
de maîtrise du risque sanitaire, des phénomènes d’émergence et/ou de réémergence restent 
possibles, voire probables. 
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Figure 16 : Évolution du nombre de cas de listériose par formes cliniques en France, de 1999 à 
2013 (D'après Tourdjman et al., 2014). 
 
Une étude observationnelle prospective nationale, appelée MONALISA, a été menée, entre 
novembre 2009 et juillet 2013. Les 818 cas de listériose comprenaient 107 cas d’infections 
materno-foetales, 427 cas de bactériémies et 252 cas de neurolistérioses. Les données de cette 
étude ont montré que plus de 80% des mères infectées présentaient des complications fœtales 
ou néonatales majeures et que seulement 39% des patients atteints de neurolistériose 
survivaient et se rétablissaient complètement. Elles démontrent également un effet délétère de 
la dexaméthasone lorsqu’elle est utilisée comme adjuvant dans la neurolistériose. Cette étude 
a également permis l’identification de nouveaux facteurs indépendants associés à la mortalité 
dans la bactériémie et la neuro-listériose. Les facteurs les plus importants sont le cancer, la 
défaillance multiviscérale, la comorbidité décompensée, la monocytopénie, ainsi que la 
bactériémie concomitante à la neurolistériose (Charlier et al., 2017). Enfin, cette étude 
souligne l’efficacité relativement limitée de l’antibiothérapie contre ce pathogène, car les 
séquelles ou les décès restent élevés, même lorsqu’un traitement antibiotique est donné. 
 
9.2.3. Portage asymptomatique  
Etant donné la faible incidence de la listériose, on peut se demander s’il existe un portage de 
L. monocytogenes ne provoquant pas de maladie. Une étude de Sauders et coll. a démontré 
que L. monocytogenes était trouvée dans 0.12% à 4.7% des échantillons fécaux prélevés sur 
des adultes en bonne santé (Sauders et al., 2005). De nombreuses études sur ce sujet ont été 
réalisées auparavant chez différentes populations, et ces études ont révélé des taux de portage 
très variables. Une partie de cette variation peut être attribuée à des différences dans les 
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populations étudiées, les techniques de culture, le nombre de spécimens obtenus de chaque 
individu et la manipulation des spécimens. 
Une étude autrichienne (Grif et al., 2001) a identifié L. monocytogenes dans 0,2% des 
échantillons de selles de volontaires sains, lorsqu'ils ont été analysés par des méthodes 
bactériologiques classiques de culture. De façon intéressante, cette proportion est passée à 
3,6% lorsque l'analyse a été effectuée par PCR (Grif et al., 2001). Une étude connexe sur des 
échantillons fécaux de trois adultes en bonne santé sur une période d'un an a démontré que 10 
des 868 échantillons (1,2%) prélevés étaient positifs pour Listeria. En moyenne, deux 
épisodes de portage de L. monocytogenes ont été observés par personne. Le portage fécal ne 
durait pas plus de 4 jours (Grif et al., 2003). D’autres études suggèrent également que la 
grossesse n'influence pas le portage fécal de L. monocytogenes. Par exemple, un taux de 
portage fécal de 2% a été rapporté chez 51 femmes en début de grossesse (10-16 semaines), 
ce qui est similaire au taux de 3,4% observé chez 59 femmes non enceintes dans la même 
clinique (Lamont and Postlethwaite, 1986). Plusieurs enquêtes ont également porté sur des 
groupes professionnels spécifiques. Des employés d’un laboratoire travaillant au quotidien 
avec L. monocytogenes avaient des taux élevés de portage fécal (77% sur 26 individus ou 
prélèvements). Mais ce taux était aussi étonnement élevé chez les employés de bureau n'ayant 
aucun contact avec la bactérie (62% sur 26) (Kampelmacher et al., 1972). Au Danemark, des 
chercheurs ont démontré que 4,8% des 1147 d’employés d’abattoirs en bonne santé avaient 
des cultures de selles positives. Des enquêtes similaires menées par les mêmes chercheurs ont 
révélé des taux de portage fécal de 1,2% chez 1034 adultes hospitalisés et de 1% chez les 595 
adultes hospitalisés souffrant de diarrhée (Bojsen-Moller, 1972). 
 44 
B. La persistance de Listeria monocytogenes 
Le terme « persistance » peut être utilisé pour décrire la survie à long terme d'un agent 
pathogène chez un hôte humain (une infection persistante). La persistance est également 
utilisée pour décrire la survie à long terme (généralement sans croissance) d'un pathogène 
d'origine alimentaire dans une matrice alimentaire (Ferreira et al., 2014), et plus 
généralement, dans un environnement donné. On parle également de bactéries persistantes au 
sujet de sous-populations d'une espèce bactérienne qui sont tolérantes à des antibiotiques (les 
« persisters »). Ces persisters, qui ont le même génome que leurs semblables non persisters, 
sont entrés dans un état métabolique particulier, souvent ralenti, qui rend certains 
antibiotiques inefficaces à leur encontre. La persistance fait intervenir des mécanismes 
génétiques et/ou des mécanismes de variations phénotypiques au sein d’une population 
bactérienne.  
 
1. La persistance au sein des ateliers agro-alimentaires 
1.1. Définition de la persistance et exemple de cas 
Les souches persistantes sont également appelées souches résidentes, permanentes ou 
récurrentes, en opposition aux souches dites sporadiques non persistantes ou présumées non 
persistantes/transitoires. Une souche est considérée comme persistante lorsqu’elle est isolée 
plusieurs fois lors de différents prélèvements à partir du même atelier de production et durant 
un intervalle de temps donné (Carpentier and Cerf, 2011). Cependant, La définition exacte 
d’une souche persistante varie d’une étude à une autre. Par exemple ; selon Keto-Timonen et 
coll. (2007), est considérée comme persistante une souche de L. monocytogenes retrouvée au 
moins trois fois sur une période de plus de trois mois. Leong et coll. (2014) définissent qu’une 
souche est persistante quand elle est isolée plusieurs fois à six mois d’écart ou plus. D’autres 
auteurs considèrent qu’une souche est persistante dès lors qu’elle est isolée dans trois 
échantillons à des dates différentes (Latorre et al., 2011).  
En outre, pour déclarer une souche comme étant persistante, il faut s’assurer qu’elle n’entre 
pas régulièrement dans l’atelier de production par l’intermédiaire des matières premières 
(Carpentier and Cerf, 2011). Un véritable défi pour le contrôle des pathogènes persistants est 
d’ailleurs de différencier la vraie persistance de l’entrée répétée d’une souche donnée 
(Ferreira et al., 2014). Il a été démontré que la voie de contamination la plus importante 
provient des niches dans les équipements colonisés par des souches de Listeria persistantes, 
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qui survivent aux procédures de nettoyage et de désinfection, et qui peuvent ensuite 
contaminer les produits alimentaires. En effet, les souches persistantes de L. monocytogenes 
sont plus souvent isolées des environnements de transformation des aliments (les drains et 
équipements), y compris les sites proches des surfaces en contact avec les aliments (les 
machines à découper) plutôt que des matières premières (Ferreira et al., 2014 ; Larsen et al., 
2014). Une persistance pendant de nombreuses années de souches de L. monocytogenes a été 
démontrée dans les ateliers de transformation des aliments (Tompkin, 2002). Diverses études 
ont mis en évidence des souches persistantes dans les ateliers de production de fromage à 
grande échelle (Lomonaco et al., 2015), dans des laiteries (Fox et al., 2011), dans l'industrie 
du saumon (Rørvik et al., 1995, Fonnesbech Vogel et al., 2001), dans les usines de 
transformation de la viande (Senczek et al., 2000, Giovannacci et al., 1999) et les usines de 
transformation de volaille (Lawrence and Gilmour, 1995,Ojeniyi et al., 2000).  
 
1.2. Mécanisme de persistance  
Plusieurs hypothèses ont été proposées pour tenter d’expliquer la persistance de 
L. monocytogenes dans les ateliers agro-alimentaires. 
1.2.1. Résistance aux désinfectants  
Les désinfectants sont largement utilisés dans l'industrie agro-alimentaire pour assainir les 
équipements et les ustensiles afin d’éviter ou de limiter la contamination (Bridier et al., 2011). 
Leurs mécanismes d'action ciblent divers sites de la cellule bactérienne, tels que les 
constituants cellulaires (acides nucléiques, protéines ou enzymes), les membranes cellulaires 
(protéines et pompes de transport) ou les groupes thiols (enzymes et coenzymes). L'utilisation 
généralisée de désinfectants peut créer une pression sélective pour le développement de 
mécanismes de résistance par mutation ou acquisition de matériel génétique (McDonnell and 
Russell, 1999; Ferreira et al., 2014). 
La différence de sensibilité aux désinfectants entre les bactéries persistantes et les bactéries 
présumées non persistantes a été investiguée et les résultats des différentes études menées 
sont contradictoires. Certaines études ont démontré que les souches persistantes présentaient 
une résistance plus élevée que les souches présumées non persistantes (Aase et al., 2000;  
Lundén et al., 2003 ; Fox et al., 2011). Cependant, même chez les souches persistantes, un 
niveau de résistance à des concentrations très inférieures à celles utilisées dans les industries a 
été retrouvé (Aase et al., 2000, Fox et al., 2011). De plus, aucun lien clair entre la persistance 
et l'augmentation de la résistance aux désinfectants n'a été enregistré dans d'autres études 
(Holah et al., 2002; Kastbjerg and Gram, 2009; Wang et al., 2015 ; Costa et al., 2016) . 
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1.2.2. Attachement aux surfaces et formation de biofilms  
Un éventuel lien entre la persistance et la capacité des bactéries à adhérer sur des surfaces 
constitue une des autres hypothèses pour expliquer la persistance de L. monocytogenes. Un 
certain nombre de travaux ont comparé l'attachement à des surfaces, et la formation de 
biofilm, de souches de L. monocytogenes persistantes et d’autres présumées non persistantes, 
avec des résultats variables et  même contradictoires.  
Les travaux de Norwood et Gilmour, (1999) et de Borucki et coll. (2003) ont mis en évidence 
que les souches de L. monocytogenes persistantes sont plus adhérentes que les souches 
sporadiques, que ce soit sur l’acier inoxydable ou dans les microplaques en PVC. En 
revanche, les travaux de Djordjevic et coll. (2002) et de Costa et coll. (2016) n’ont pas relevé 
d’adhérence plus élevée parmi les souches persistantes. Lundén et coll. (2003), ont comparé 
l'adhérence de L. monocytogenes à des surfaces en acier inoxydable chez 3 souches 
persistantes et 14 souches sporadiques collectées en même temps. Bien que les souches 
persistantes présentent une meilleure adhérence après des temps de contact courts (1 et 2 h), la 
moitié des souches présumées non persistantes ont atteint une adhérence égale ou supérieure à 
celle des souches persistantes après 72h. Dans l'ensemble, le lien entre la capacité des souches 
de L. monocytogenes à adhérer aux surfaces et/ou à former des biofilms et la persistance n’est 
pas clairement établie. Les différences de résultats entre toutes ces études peuvent résulter de 
l’utilisation de différentes méthodologies (taille d’échantillons, souches utilisées, milieux de 
culture et propriétés physico-chimiques des surfaces) (Carpentier and Cerf, 2011). 
 
1.2.3. Déterminants moléculaires de la persistance dans les environnements 
industriels  
Carpentier et Cerf, (2011) suggérent qu’il n’existe pas de souches ayant des propriétés 
spécifiques (génétiques ou épigénétiques) leur permettant de mieux persister. Selon ces 
auteurs, la persistance serait due à la présence de niches dans les locaux et les équipements 
des ateliers agro-alimentaires qui protègeraient et favoriseraient la rétention des Listeria, quel 
que soit leur fond génétique. Cette conclusion diffère cependant de celle de Fox et coll., 2011 
qui ont étudié la résistance de Listeria aux désinfectants, dont les composés d'ammonium 
quaternaire (CAQ). Ils ont identifié de nombreux gènes surexprimés dans les souches 
persistantes en présence de chlorure de benzéthonium (BZT), ce qui suggère l’existence de 
gènes facilitant la survie de L. monocytogenes en présence de désinfectants. Mazza et coll. 
(2015) se sont intéressés à l’expression différentielle de 3 gènes cibles identifiés dans l’étude 
de Fox et coll. (2011), chez des souches de Listeria persistantes et souches présumées non 
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persistantes en présence ou absence de BZT. Cette étude a permis d’identifier la surexpression 
de pocR, un régulateur impliqué dans le métabolisme cellulaire et le contrôle de l’expression 
d’autres gènes, comme une réponse potentielle de souches persistantes à l’exposition de 
L. monocytogenes au BZT. Enfin, comme mentionné précédemment, des régions 
génétiquement variables, comme les îlots SSI-1 et SSI-2, peuvent conférer des propriétés de 
tolérance aux stress, qui facilitent la survie de certains isolats (comme les souches ST121, 
Harter et al., 2017) dans le long terme malgré les procédure de nettoyage.  
 
1.3. Les persisters tolérants aux antibiotiques  
Les persisters sont une sous-population de cellules bactériennes à croissance lente ou arrêtée, 
et transitoirement tolérantes aux antibiotiques à la suite d’un « switch » phénotypique, 
contrairement aux bactéries résistantes aux antibiotiques, qui résultent de mutations 
génétiques (Fisher et al., 2017). Ainsi, lorsque les « persisters » reprennent leur croissance en 
l'absence d’antibiotique, ils redeviennent sensibles à ces composés (Gerdes and Maisonneuve, 
2012). L’élimination des populations isogéniques sensibles aux antibiotiques, contenant de 
petites fractions de cellules persistantes, se produit généralement de manière biphasique : le 
« biphasic killing ». Au départ, la majeure partie de la population, constituée de cellules 
sensibles, est rapidement détruite. Puis, la population s'enrichit de survivants et le taux de 
mortalité ralentit (Van den Bergh et al., 2017). La formation des « persisters » peut être soit 
stochastique (Balaban et al., 2004), soit induite par certaines conditions, telles que les 
biofilms (Lewis, 2010) ou l’internalisation dans les cellules de mammifères, comme montré 
pour Salmonella Typhimurium (Helaine et al., 2014). La capacité de L.  monocytogenes à 
former des « persisters » in vitro a été démontré par les travaux de Knudsen et coll. (2013), 
dans lesquels il a été montré qu’une sous-population de Listeria a survécu à un traitement 
d’antibiotiques bactéricides, tels que la norfloxacine ou encore la gentamicine. 
 
Les variant à petites colonies (SCV : Small Colony Variant) sont une catégorie de 
« persisters », caractérisés par une croissance lente résultant de défauts spécifiques de la 
chaîne de transport des électrons. Elles présentent diverses caractéristiques phénotypiques, 
telles qu'un métabolisme carboné altéré, une production réduite de toxines et d'enzymes 
lytiques, une résistance aux aminosides et une persistance intracellulaire accrue. Les SCVs de 
L. monocytogenes, générés par exposition des bactéries à des niveaux sublétaux de triclosan et 
ensuite sélectionnés sur gentamicine, ont une capacité de survie significativement meilleure 
que la souche sauvage lorsqu'ils sont exposés à des concentrations supérieures à la 
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concentration minimale inhibitrice (CMI) d’ampicilline ou de cotrimoxazole (48h 
d’exposition) et de norfloxacine ou vancomycine (72h d’exposition) (Curtis et al., 2016; 
Kastbjerg et al., 2014). 
 
2. La persistance dans les cellules hôtes : les SLAPs 
L. monocytogenes est une bactérie intracellulaire reconnue pour son mode de vie cytosolique. 
Sa présence dans des compartiments autres que le cytosol a été décrite pour la première fois 
par les travaux de Bhardwaj et coll. (1998), lors de l’étude de la listériose chronique chez les 
souris SCID (severe combined immunodeficiency). Après 3 semaines d’infection, la majorité 
des Listeria était présente non pas dans le cytosol, mais dans de larges vacuoles à simple 
membrane dans des macrophages hépatiques. Ces larges vacuoles ont également été 
observées par Birmingham et coll. (2008), après 21 jours d’infection des souris 
immunodéficientes : 86% des Listeria étaient présentes dans des vacuoles marquées par le 
marqueur endosomal/lysosomal LAMP1 (Figure 17). Environ, la moitié des vacuoles 
observées était larges avec un diamètre d’environ 7 µm. La formation de ces vacuoles a été 
caractérisée dans les macrophages murins cultivés in vitro, révélant qu’il s’agit de 
phagosomes non lysés : par conséquent, le nom de SLAP (« spacious Listeria-containing 
phagosomes ») leur a été attribué. Les SLAPs renferment des bactéries intactes ; il s’agit de 
compartiments marqués par le marqueur d’autophagie LC3, mais qui ne sont ni acides, ni 
marqués par la cathépsine D. Ce sont donc des phagosomes qui ne maturent pas en 
phagolysosomes dégradatifs. Les SLAPs renferment des Listeria qui produisent une faible 
quantité de LLO, qui n’est pas suffisante pour induire la sortie des bactéries du phagosome 
mais permet de bloquer la maturation du phagosome. Ainsi la LLO est suffisante et nécessaire 
pour la formation des SLAPs (Birmingham et al., 2008). 
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Figure 17 : L. monocytogenes colonise les SLAPs lors d'une infection chronique des souris SCID. 
Les souris sont infectées pendant 21 jours et les granulomes hépatiques analysés par microscopie 
électronique à transmission. Les régions 1 et 2 (cases blanches) sont agrandies dans les panneaux à 
droite (D’après Birmingham et al., 2008). 
 
Les travaux de Lam et coll. (2013) suggérèrent que la phagocytose associée aux protéines 
LC3 ou LAP (pour «LC3-associated phagocytosis») est impliquée dans le formation des 
SLAPs (Figure 18). La LAP est une voie d'autophagie non canonique, où LC3 est recruté à la 
membrane du phagosome (appelé LAPosome) (Schille et al., 2018). Ce mécanisme est 
associé à la production de dérivés réactifs de l'oxygène (ROS) par une NADPH oxydase, 
suivie par la lipidation de la protéine d'autophagie LC3 sur la membrane phagosomale. Au 
cours de la formation des SLAPs, LC3 est recrutée sur les phagosomes (1h p.i.) par un 
mécanisme nécessitant l'activité de la CYBB/NOX2/NADPH oxydase et la production 
subséquente de ROS. L'activation de la NADPH oxydase implique l'accumulation du 
diacylglycérol sur le phagosome, résultant à la fois de l’activité des phospholipases 
bactériennes (PLC) et celles de l'hôte (PLD et PPAP2A). Il est proposé que les sous-
populations de L. monocytogenes détournent la voie de la LAP à leur avantage, évitant l'étape 
ultime de dégradation de cette voie, par un mécanisme LLO-dépendant non caractérisé, 
générant ainsi une niche vacuolaire pour l'infection persistante dans les macrophages (Lam et 
al., 2013). 
 
Figure 18 : Modèle de formation des SLAPs. Le diacylglycérol (DAG) s'accumule sur le phagosome 
à la suite d'une activité enzymatique bactérienne (PLC) et celle de l’hôte (PLD et PPAP2A). 
L'accumulation de DAG favorise l'activation de la CYBB/NOX2/NADPH oxydase et la production 
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de ROS. La production de ROS intervient dans le LAP de L. monocytogenes, un processus caractérisé 
par le recrutement de LC3 sur les phagosomes à simple membrane contenant les bactéries (Adaptée de 
Lam et al., 2013).  
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C. L’état viable mais non cultivable 
1. Définition de l’état viable mais non cultivable 
Les bactéries dans un état viable mais non cultivable (« Viable But Non Culturable » VBNC) 
sont des bactéries vivantes, mais dans un état de faible activité métabolique, qui leur fait 
perdre la capacité de croître sur des milieux de culture standards. Elles ne peuvent pas se 
développer et former des colonies (sur des milieux solides) ou des bouillons troubles (dans 
des milieux liquides). L’état VBNC est une stratégie de survie adoptée par de nombreuses 
bactéries en réponse à des conditions environnementales défavorables (Ramamurthy et al., 
2014). Les bactéries VBNC maintiennent leur intégrité et leur activité cellulaire. L’expression 
des gènes est continue, les plasmides sont maintenus et les bactéries répondent aux stimuli 
externes par l’expression de gènes spécifiques (Fakruddin et al., 2013). Leur faible activité 
métabolique contribue à les rendre tolérantes aux antibiotiques (Oliver, 2010). 
 
Des modifications morphologiques sont fréquemment observées lorsque les bactéries entrent 
dans un état VBNC. Ainsi certaines espèces bactériennes, telles que Vibrio Cholerae ou 
Helicobacter pylori, prennent des formes coccoïdes lorsqu’elles perdent leur cultivabilité 
(Citterio et al., 2004; Senoh et al., 2010). Le potentiel de membrane est maintenu mais des 
modifications de la composition du peptidoglycane ont été constatées. Ainsi, la composition 
du peptidoglycane des formes VBNC d’Enterococcus faecalis et d’ E. coli diffèrent de celles 
des formes cultivables (Signoretto et al., 2000, 2002). L’état VBNC a été observé chez 85 
espèces bactériennes, dont 51 espèces pathogènes ou pathogènes opportunistes pour l’Homme 
(Li et al., 2014). L. monocytogenes ne fait pas exception à ce constat (Besnard et al., 2000 ; 
Cappelier et al., 2005; Dreux et al., 2007 ; Cunningham et al., 2009). Toutefois, cet état n’a 
été décrit que pour des Listeria présentes dans des laboratoires ou l’environnement. La 
formation de formes VBNC de L. monocytogenes chez l’hôte n’a pas été documentée.  
 
2. Induction de l’état viable non cultivable  
L’état VBNC peut être induit par des modifications des conditions physico-chimiques ou 
environnementales. Les paramètres influençant l’entrée de L. monocytogenes dans l’état 
VBNC sont nombreux : une carence en éléments nutritifs (Cappelier et al., 2005), un stress 
acide (Cunningham et al., 2009), un stress osmotique (Besnard et al., 2000), un taux 
d’humidité inférieur à 69% (Dreux et al., 2007), la lumière naturelle (Besnard et al., 2002), 
ainsi que les bactériocines produites par des bactéries lactiques (Amado et al., 2012). 
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3.  Résurrection des bactéries VBNC 
La résurrection, à partir de l'état VBNC, est définie comme l'inversion des processus 
métaboliques et physiologiques qui caractérisent l'état de non-cultivabilité (Baffone et al., 
2006). Pinto et coll. (2015) ont ainsi défini le terme de « fenêtre de résurrection » et ont émis 
l’hypothèse de l’existence d’un laps de temps au cours duquel une cellule en état VBNC 
pourrait être ressuscitée par un stimulus ou par la disparition du stress ayant provoqué sa perte 
de cultivabilité. 
La capacité des cellules à recouvrer leur cultivabilité est l’un des critères caractérisant l’état 
VBNC. Chez certaines espèces, elle a été attribuée à la présence d’une enzyme, la protéine 
extracellulaire Rpf (« Resuscitation-promoting factor »), une enzyme capable d’hydrolyser le 
peptidoglycane et de provoquer la division cellulaire. Celle-ci a été mise en évidence pour la 
première fois chez Micrococcus luteus, qui possède une seule Rpf essentielle, tandis que 
Mycobacterium tuberculosis en possède 5 non essentielles (Mukamolova et al., 1998, 2002). 
Ravagnani et coll. (2005) ont décrit deux protéines (Lmo0186 et Lmo2522), dont la structure 
et la séquence sont similaires à celles des protéines Rpf décrites chez d’autres espèces, qui 
permettrait à L. monocytogenes EGDe de former des VBNC. En utilisant les mutants 
L. monocytogenes EGDe Δlmo0186 et Δlmo2522, Pinto et coll. (2013) ont montré que ces 
protéines clivent le peptidoglycane et stimulent la croissance bactérienne par la réduction de 
la phase de latence, ce qui suggère que Lmo0186 et Lmo2522 sont des équivalents 
fonctionnels des protéines Rpf des actinobactéries.  
Il existe peu de données sur la conservation de la virulence des bactéries VBNC. Lindbäck et 
coll., (2010) n’ont constaté aucune virulence de quatre souches de L. monocytogenes entrées 
en état VBNC après une inoculation in vitro dans des cellules d'adénocarcinome de côlon 
humain ou après une inoculation par injection dans des souris immunodéprimées. Par ailleurs, 
les travaux de Cappelier et coll., (2007), réalisés sur des bactéries VBNC avirulentes, ont 
montré que L. monocytogenes, sorties de l’état VBNC après inoculation dans des embryons 
de poulets, étaient capables de coloniser les rates de souris.  
 
4. Méthodes de détection des bactéries VBNC 
L’impossibilité de détecter les bactéries VBNC par les techniques de culture conventionnelles 
est problématique. Néanmoins, des méthodes alternatives indépendantes de la culture ont été 
mises au point afin de permettre la détection de ces bactéries. 
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4.1. Méthodes utilisant la microscopie optique 
 
4.1.1. Mise en évidence de l’intégrité membranaire des bactéries  
Les méthodes utilisant la microscopie s’appuient sur l’utilisation d’agents fluorescents conçus 
pour démontrer, par examen microscopique direct, la présence d'une membrane 
cytoplasmique intacte ou endommagée. Un exemple est l’utilisation du kit LIVE/DEAD 
BacLight™ Bacterial Viability Kit qui comprend deux intercalants de l’ADN : le SYTO9 et 
l’iodure de propidium (IP), dont la fluorescence est, respectivement, verte et rouge. Le 
premier pénètre dans toutes les cellules, que leur membrane plasmique soit intacte ou altérée, 
et les marque ainsi en vert. Quand au second, il entre uniquement dans les cellules dont la 
membrane est endommagée et les marque en rouge. Les deux agents fluorescents pénètrent 
dans les cellules aux membranes endommagées, mais l'iodure de propidium réduisant la 
fluorescence du SYTO9, il en résulte des bactéries à fluorescences rouges. Ainsi, les bactéries 
avec des membranes intactes apparaissent vertes et celles dont la membrane est altérée 
apparaissent rouges (Boulos et al., 1999; Stocks S. M., 2004). Le SYTO9 et l’IP peuvent aussi 
être utilisés avec la cytométrie en flux pour obtenir des résultats quantitatifs (Allegra et al., 
2008). Toutefois, si l’intégrité membranaire est une bonne indication de la viabilité 
bactérienne, ce n’en est pas une démonstration absolue.  
 
4.1.2. Mise en évidence de l’activité respiratoire  
La recherche d’une activité respiratoire pour détecter les bactéries viables peut être effectuée 
par l’utilisation de molécules fluorescentes telles : le 5-cyano-2,3-ditolyl-tétrazolium-chloride 
(CTC) ou le 2-(4-iodophényl)-3-(4-nitrophényl)-5-phényl tétrazoliumchloride (INT). Ces 
molécules jouent le rôle d’accepteurs d’électrons ; leur réduction grâce à l’activité de la 
chaîne respiratoire entraîne la formation de précipités intracellulaires fluorescents (précipité 
rouge de formazan) observables en microscopie à épifluorescence (Rahman et al., 1994). 
 
4.1.3. Mise en évidence de la croissance cellulaire  
La technique « Direct viable Count » (DVC) est utilisée également pour mettre en évidence 
l’activité métabolique des bactéries VBNC. La DVC a été décrite pour la première fois par 
(Kogure et al., 1979) et développée pour L. monocytogenes par Besnard et coll. (2000). Cette 
technique est basée sur l’analyse des bactéries après une incubation dans un milieu de culture 
enrichi en extrait de levure et contenant un antibiotique inhibiteur de la synthèse de l’ADN. 
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Dans ces conditions, les bactéries vivantes ne se divisent pas mais s’allongent, tandis que les 
bactéries mortes restent inchangées. 
4.2. Méthodes moléculaires  
 
4.2.1. Détection de l’expression des gènes par Reverse transcriptase-PCR 
Une autre méthode permettant de distinguer les bactéries vivantes des bactéries mortes est la 
RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction), qui détecte l'expression des gènes. 
L’ARNm est considéré comme une molécule très labile dans le milieu extracellulaire. Sa 
demi-vie est généralement assez courte, et sa production cesse à la mort des cellules. Ainsi, la 
détection de l’ARNm permet de démontrer l’activité métabolique des bactéries VBNC et est 
considérée comme un excellent indicateur de la viabilité des cellules bactériennes (Oliver, 
2010). Cette méthode est couramment utilisée pour de nombreuses espèces bactériennes afin 
de déterminer leur viabilité. Par exemple chez M. tuberculosis, Pai et coll. (2000) ont détecté 
une expression continue de l'antigène 85B ce qui a permis d’identifier des bactéries vivantes 
réplicatives mais également des bactéries VBNC dans les tissus de souris. 
 
4.2.2. Quantification de l’ADN par PCR en temps réel 
Un autre moyen de différencier les bactéries viables des bactéries mortes est l’utilisation des 
techniques qui permettent la quantification de l’ADN par PCR en temps réel. Ces techniques 
nécessitent une étape de prétraitement des échantillons avec des agents intercalants de l’ADN,  
l’éthidium monoazide (EMA) (Nogva et al., 2003) ou le propidium monoazide (PMA) 
(Nocker et al., 2006). Ces deux molécules, comme l’IP, s’intercalent uniquement dans l’ADN 
des bactéries ayant perdu leur intégrité membranaire. Une forte exposition à une source 
lumineuse permet une liaison covalente de l’EMA ou du PMA à l’ADN des cellules mortes et 
l’inactivation des molécules libres d’EMA ou de PMA. Ainsi, seul l’ADN des cellules dont la 
membrane est intacte est amplifié lors de la PCRq (Nocker et al., 2006; Pan and Breidt, 2007). 
En outre, Pan et Breidt, (2007) ont montré que l’EMA, contrairement au PMA, présente une 
certaine toxicité pour les cellules vivantes et peut tout de même pénétrer dans ces dernières 
malgré l’intégrité de leur membrane. Le PMA est plus spécifique dans sa capacité à 
différencier une membrane intacte d’une membrane perméabilisée (Nocker et al., 2006). De 
plus, le PMA n’a pas d’effet antimicrobien sur L. monocytogenes (Pan and Breidt, 2007). Ceci 
met donc en avant l’intérêt de privilégier l’utilisation de la PMA-PCRq, aux dépens de 
l’EMA-PCRq, pour la détection et la quantification des bactéries viables. 
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4.2.3. L'hybridation in situ en fluorescence (FISH) 
Le FISH est une technique de détection qui combine la précision de la génétique moléculaire 
avec l'information visuelle de la microscopie. Elle a été développée par DeLong et coll. 
(1989) et Amann et al., (1990) pour l'identification précise des microorganismes dans 
différents contextes. Le FISH est basé sur l'hybridation de sondes oligonucléotidiques 
synthétiques à des régions spécifiques du ribosome bactérien. Elle cible les ARNs 
ribosomiques (principalement l’ARNr 16S de la petite sous-unité ribosomique ou l’ARNr 23S 
de la grande sous-unité ribosomique) car ils sont relativement stables, très abondants dans les 
cellules bactériennes et comprennent à la fois des domaines de séquences variables et 
hautement conservés (Bottari et al., 2006). Bien que les protocoles pour le FISH peuvent 
différer significativement, la procédure méthodologique générale implique une étape de 
fixation de l'échantillon, une étape de perméabilisation pour permettre l'entrée des sondes 
fluorescentes, une étape d’hybridation de la sonde à la séquence cible, une étape de lavage et 
enfin, une étape d’observation des cellules par microscopie ou par cytométrie de flux (Rohde 
et al., 2015).  
Cependant, une des limites de cette technique est qu’elle ne permet pas de discriminer entre 
les bactéries mortes et viables, ce qui peut conduire à des faux positifs. Par conséquent, la 
combinaison de la DVC avec le FISH a été employée par Moreno et coll., (2012) pour la 
détection et le dénombrement des Listeria viables dans différents échantillons de légumes. Au 
total, 191 échantillons ont été analysé, un taux d'isolement de 4,19% a été obtenu par culture 
sur milieu sélectif. La technique DVC-FISH a donné un plus grand nombre d'échantillons 
positifs et a permis d’identifier des Listeria viables dans 32,98%  des échantillons.  
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D. Différents mode de vie de bactéries intracellulaires  
Les bactéries pathogènes à mode de vie intracellulaire créent des niches de survie et de 
prolifération dans les cellules eucaryotes. Cette vie intracellulaire protège les bactéries contre 
les composants du système immunitaire et permet aux bactéries d'avoir accès à des sources 
nutritives. Cependant, la protection intracellulaire et l'accès aux nutriments ont un prix : les 
bactéries doivent surmonter les mécanismes de défense cellulaires, tels que la voie 
endocytique bactéricide et l’autophagie. La plupart des bactéries pathogènes intracellulaires 
génèrent un compartiment membranaire, où elles résistent à la dégradation : la « bacteria-
containing vacuole » (BCV). Ces bactéries vacuolaires comprennent, par exemple, des 
espèces des genres Mycobacterium, Legionella, Chlamydia, Salmonella, Brucella, Coxiella, 
Bartonella (Figure 19). D’autres types de bactéries s’échappent du phagosome (ou de la 
vacuole d’internalisation) et viennent coloniser le cytoplasme. Ces bactéries cytosoliques 
comprennent, outre Listeria, des espèces des genres Shigella, Rickettsia, Burkholderia, 
Mycobacterium et Francisella (Figure 19). Toutefois, la limite entre les deux habitats 
(cytoplasme versus vacuole) est parfois ténue, dépendant du type cellulaire et du temps de 
l’infection. 
 
Figure 19 : Représentation schématique des mécanismes d’endocytose bactérienne et des modes 
de vie intravacuolaires ou intracytosoliques. La bactérie intracellulaire obligatoire Chlamydia 
trachomatis réside dans une vacuole qui intercepte la voie impliquée dans le transport de la 
shingomyéline de l'appareil de Golgi vers la membrane plasmique. Shigella est d'abord capturée par 
les filopodes présents à la surface des cellules épithéliales. Le système de sécrétion de type 3 injecte 
des effecteurs qui déclenchent l'entrée, la formation de la vacuole et l'échappement de ce 
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compartiment, conduisant à une réplication intracytosolique et à une motilité basée sur la 
polymérisation d’actine. Salmonella semble entrer par un mécanisme de « near-surface swimming». 
Dans certains cas, Salmonella peut rejoindre le cytosol et s'y multiplier rapidement. La vacuole 
réplicative de Brucella est issue de la vacuole endocytaire et mature en une vacuole dérivée du RE. 
Coxiella burnetii est la seule bactérie qui a évolué pour survivre et se répliquer dans une vacuole 
dérivée de lysosomes. Bartonella henselae peut entrer dans les cellules endothéliales en tant que 
bactérie unique ou en tant que groupe, conduisant à la formation d'un invasome. Chez les 
macrophages, Legionella pneumophila et Mycobacterium tuberculosis résident dans une vacuole. La 
vacuole de Legionella acquiert des marqueurs du RE. Ce n'est pas le cas pour M. tuberculosis, qui 
bloque la maturation de la vacuole d'internalisation (D'après Cossart and Helenius, 2014). 
 
1. Bactéries à niche cytosoliques 
1.1. Bactéries cytosoliques à motilité intracellulaire : le paradigme Listeria 
La subversion du cytosquelette d'actine de l’hôte est un mécanisme de virulence critique 
utilisé par divers agents pathogènes intracellulaires au cours de leur processus infectieux. Ces 
agents pathogènes manipulent l'actine de l'hôte pour promouvoir leur motilité, basée sur la 
polymérisation d'actine, et coordonner leur dissémination de cellule en cellule. Un paradigme 
de cette catégorie est L. monocytogenes, l’une des bactéries cytosoliques à motilité 
intracellulaire la mieux caractérisée, comme longuement discuté dans la partie A.  
Ces bactéries divergent sur le plan de l’évolution mais présentent des convergences 
fonctionnelles pour leur motilité intracellulaire. Les Listeria spp. sont des firmicutes à Gram 
positif, tandis que les autres actuellement connues sont des alphaprotéobactéries à Gram 
négatif (Rickettsia spp.), des bétaprotéobactéries (Burkholderia spp.) ou des 
gammaprotéobactéries (Shigella spp.) (Figure 20).  
Au même titre le facteur de polymérisation d’actine ActA, BimA de Burkholderia 
thailandensis (BtBimA) et RickA de Rickettsia spp sont des mimes fonctionnels des NPFs 
(nucleation promoting factors) de l’hôte et activent le complexe Arp2/3. En revanche, IcsA de 
Shigella flexneri (également appelé VirG) recrute un NPF de l'hôte, N-WASP, pour activer le 
complexe Arp2/3 (Lamason and Welch, 2017). Mycobacterium marinum, fait également 
partie de la catégorie des bactéries intracellulaires capables de s'échapper des phagosomes et 
d’exploiter le cytosquelette de l'hôte pour se propager de cellule à cellule. M. marinum fait 
appel à WASP et Arp2/3 pour polymériser l’actine, mais l’effecteur bactérien n’est pas 
caractérisé (Stamm et al., 2003, 2005). 
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Il existe des différences dans les mécanismes de dissémination intercellulaire. Contrairement 
à Listeria et Shigella, Rickettsia (espèce R. parkeri) forme des protrusions très courtes (2-3 
µm) (Lamason et al., 2016). Burkholderia spp. a une stratégie différente de dissémination, qui 
implique l'induction de la fusion cellule-cellule (Kespichayawattana et al., 2000). M. marinum 
peut également se disséminer par un mécanisme non lytique et dépendant de l’actine : 
l’éjectosome (Hagedorn et al., 2009). 
 
 
Figure 20 : Cycles de vie des bactéries cytosoliques à motilité intracellulaire. Après leur 
internalisation, les bactéries échappent de la vacuole d’internalisation puis envahissent le cytosol de la 
cellule hôte, où elles polymérisent l'actine en utilisant des mécanismes distincts. Tous ces agents 
pathogènes sont capables de se disséminer de cellules en cellules via la formation de protrusions: 
(S. flexneri, L. monocytogenes et Rickettsia spp.) Ou par fusion cellule-cellule (Burkholderia spp.) 
(D’après Lamason and Welch, 2017).  
 
1.2. Bactéries cytosoliques non motiles : le paradigme Francisella 
Francisella tularensis est un pathogène intracellulaire facultatif à Gram négatif, agent 
étiologique de la tularémie, une maladie zoonotique touchant les humains et d'autres 
mammifères, avec un taux de mortalité élevé. F.  tularensis est capable d’envahir, de survivre 
et se multiplier à l'intérieur de différents types de cellules de mammifères, y compris les 
cellules phagocytaires et non phagocytaires. In vivo, les macrophages sont considérés comme 
la cible principale pour la multiplication et la dissémination de ce pathogène (Barel and 
Charbit, 2013). Les premières études faites dans les macrophages ont suggéré que Francisella 
réside à l'intérieur d'un phagosome qui ne fusionne pas avec les lysosomes et dont 
l'acidification est essentielle pour la survie intracellulaire (Anthony et al., 1991 ; Fortier et al., 
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1995). Cependant, d’autres travaux effectués dans les macrophages humains et murins ont 
généré des résultats différents. Ces études ont mis en évidence la capacité des souches 
virulentes et atténuées de Francisella à s’échapper du phagosome pour rejoindre le 
cytoplasme (Golovliov et al., 2003).  
Francisella est un exemple d'une espèce bactérienne qui accède au cytosol relativement 
tardivement au cours de l'infection intracellulaire, par rapport aux autres pathogènes 
cytosoliques. Dans un premier temps, les bactéries sont dans des phagosomes, qui acquièrent 
des marqueurs d’endosomes tardifs, tels LAMP1 et LAMP2. Cependant ils ne fusionnent pas 
avec les lysosomes (ils sont négatifs pour la cathépsine D) et ne sont que faiblement acides 
(pH de 6,7 à 3 h post-infection), reflétant ainsi une inhibition partielle de la maturation du 
phagosome (Figure 21) (Clemens et al., 2004). L'échappement des bactéries dans le 
cytoplasme est observé dès 30-60 min après la phagocytose, mais certaines bactéries peuvent 
résider dans un compartiment phagosomal pendant plusieurs heures. La membrane 
phagosomale est dégradée, et les bactéries se multiplient à des niveaux élevés dans le cytosol 
de l'hôte (Meibom and Charbit, 2010).  
Checroun et coll. (2006) ont décrit un « switch » phénotypique intriguant de Francisella dans 
des macrophages dérivés de la moelle osseuse. Après leur étape cytosolique, les bactéries sont 
recapturées par des endomembranes, formant des vacuoles positives pour LAMP1. Ces 
vacuoles juxtanucléaires, appelées ―Francisella-containing vacuoles‖ (FCV), sont des 
structures multimembranaires marquées par la protéine LC3 , indiquant un rôle de 
l’autophagie dans leur formation (Checroun et al., 2006). Les FCVs contiennent des bactéries 
morphologiquement intactes, malgré leur fusion avec les lysosomes. Cependant, d'autres 
études dans d'autres types de cellules ont contredit ce résultat, en démontrant que les 
Francisella cytosoliques métaboliquement actives évitaient la capture autophagique, alors que 
des bactéries mutantes altérées étaient capturées et détruites par l'autophagie. Il est possible 
que des mécanismes distincts existent selon les types cellulaires. 
Contrairement à Listeria, Francisella n'est pas capable de se déplacer par polymérisation de 
l’actine. La dissémination des bactéries aux cellules adjacentes se produit après leur libération 
suite à la lyse des cellules infectées, par apoptose ou pyroptose. Cependant, Francisella peut 
aussi infecter des cellules adjacentes sans passer par un stade extracellulaire : ce processus 
unique, appelé trogocytose, permet le transfert bactérien des cellules infectées aux 
macrophages non infectés par un contact transitoire et par fusion de membranes (Figure 21). 
Par conséquent, Francisella est capable d'exploiter les mécanismes naturels d'échange 
cytosolique des cellules hôtes, pour se transférer directement des cellules infectées aux 
 60 
cellules non infectées. 
 
Figure 21 : Cycle intracellulaire de Francisella. Francisella interagit avec les récepteurs de 
l’immunité innée à la surface des macrophages pour s'internaliser par de grands pseudopodes (A). À 
l'intérieur des cellules, les bactéries résident dans un grand phagosome qui mature en un compartiment 
phagocytaire tardif, mais évite la fusion avec les lysosomes (B). Un système de sécrétion de type VI 
est impliqué dans la rupture du compartiment contenant les bactéries (C) et Francisella se trouve dans 
le cytoplasme de la cellule hôte où elle utilise les nutriments disponibles (D) et évite les interactions 
avec les vacuoles d’autophagie. (E). Les bactéries peuvent être libérées par les cellules mortes (F) ou 
piégées par la «trogocytose» dans des compartiments à double membrane qui permettent l’infection 
des cellules voisines (H). (D'après Pizarro-Cerdá et al., 2016) 
 
2. Bactéries à niche vacuolaire 
De nombreux agents pathogènes à mode de vie intracellulaire résident dans des 
compartiments membranaires, qu’ils modifient pour faciliter leur survie et leur multiplication. 
La biogenèse de ces compartiments vacuolaires est complexe et implique la subversion des 
voies de sécrétion de la cellule hôte par les protéines bactériennes. 
 
2.1. Le paradigme Salmonella enterica  
Salmonella enterica est l’une des premières bactéries pathogènes pour laquelle la capacité à 
envahir les cellules eucaryotes a été démontrée. Les études in vivo, menées par Takeuchi et 
coll. (1967) collègues, ont démontré que Salmonella enterica sous-espèce enterica serovar 
Typhimurium (Salmonella Typhimurium) était capable de perturber temporairement la 
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bordure en brosse des entérocytes, pour ensuite être confinée dans des vacuoles délimitées par 
une membrane, par un processus semblable à celui observé dans les macrophages (Takeuchi, 
1967; Takeuchi and Sprinz, 1967). Ces observations ont ensuite été confirmées in vitro par 
l’utilisation de lignées cellulaires épithéliales telles que les cellules HeLa (Kihlström and 
Latkovic, 1978). La localisation intravacuolaire de S. Typhimurium a été démontré dans les 
cellules épithéliales, les fibroblastes, les macrophages et les cellules dendritiques (Knodler, 
2015). En 1995, Garcia-del Portillo and Finlay, ont attribué le nom de « Salmonella-
containing vacuole » (SCV) à ces compartiments vacuolaires. Le traffic intracellulaire des 
SCVs a été étudié de manière intensive in vitro dans les lignées cellulaires. Ces études ont 
démontré que la SCV est un compartiment hautement dynamique et que sa biogenèse et sa 
maturation impliquent des interactions avec divers organites de la cellule infectée, y compris 
les endosomes précoces et tardifs et l'appareil de Golgi. Elles ont aussi démontré 
l'intervention d'effecteurs protéiques transloqués par deux systèmes de sécrétion de type trois 
(T3SS) ; T3SS1 et T3SS2. Les effecteurs du T3SS1 sont impliqués dans l’entrée des bactéries 
et participent aux premières étapes de la maturation de SCV, tandis que les effecteurs du 
T3SS2 agissent quelques heures plus tard (2 à 3 heures après l'infection) pour façonner la 
niche de survie intracellulaire (Pucciarelli and García-Del Portillo, 2017).  
 
La maturation précoce de la SCV implique l'acquisition de protéines membranaires 
endosomales, telles que LAMP1, dans les 1-2 h suivant l'invasion (Steele-Mortimer et al., 
1999), et un mouvement de la périphérie de la cellule vers une localisation juxta-nucléaire 
(Abrahams et al., 2006; Guignot and Servin, 2008). Le devenir de cette vacuole varie selon le 
type de cellule infectée. En effet, différents « prototypes » de SCV ont été identifiés 
(Pucciarelli and García-Del Portillo, 2017).  
Par exemple, l'entrée du sérovar Typhimurium dans les macrophages sélectionne une sous-
population de bactéries intracellulaires persistantes. Ces persisters font partie d'une population 
non-réplicative formée immédiatement après capture par les macrophages et sont induits par 
l’acidification vacuolaire et la carence nutritionnelle (Helaine et al., 2014). Comme décrits 
dans la partie B, la persistance représente un état physiologique transitoire dans lequel les 
bactéries sont sélectionnées positivement lorsqu'elles subissent un stress si elles ont un taux 
de croissance réduit. Une telle situation est illustrée lorsque des cultures bactériennes sont 
exposées à des antibiotiques qui agissent sur des bactéries se répliquant rapidement telles que 
les ß-lactames, les quinonoles ou les aminoglycosides (Pucciarelli and García-Del Portillo, 
2017). 
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2.2. Le paradigme Coxiella burnetii 
L'agent de la fièvre Q, C. burnetii, est une bactérie intracellulaire obligatoire qui provoque des 
infections aiguës et chroniques. C. burnetii a la capacité de survivre dans l'environnement 
pendant de longues périodes, ce qui semble être lié à sa capacité de transition entre différents 
stades de développement. Les variant à petites colonies (SCV) sont métaboliquement inactifs 
et résistent à de nombreuses conditions environnementales difficiles. Le « switch » des formes 
SCVs aux formes LCV (Large Cell Variant) intervient après l'invasion des cellules hôtes et 
lors de l'acidification du phagosome, ce qui déclenche une activité métabolique de C. burnetii 
(van Schaik et al., 2013). 
 
C. burnetii a un tropisme pour les phagocytes professionnels et envahit ces cellules en 
utilisant des mécanismes phagocytaires classiques, qui reposent sur des interactions 
récepteur/ligand spécifiques. À l'intérieur de la cellule hôte, les bactéries pathogènes évitent 
généralement la maturation phagosomale en utilisant divers mécanismes. Cependant, 
C. burnetii ne suit pas ce paradigme, mais dirige plutôt activement la maturation d'un 
compartiment de type « phagolysosome-like », appelé CCV pour « Coxiella-Containing 
Vacuole ». Les CCVs sont des compartiments acides, contenant des protéases lysosomales 
actives et dont la membranes comporte des protéines lysosomales telles que l'ATPase 
vacuolaire, LAMP1, la cathépsine D et CD63 (LAMP3) (Kohler and Roy, 2015). 
C. burnetii utilise un système de sécrétion de type IV (T4SS), Dot/Icm, pour se répliquer à 
l'intérieur de la CCV. Le T4SS de C. burnetii transloque environ 130 protéines effectrices 
bactériennes à travers la membrane de la CCV et dans la cellule hôte (Chen et al., 2010; 
Carey et al., 2011; Weber et al., 2013). 
 
2.3. Les pathogènes vacuolaires accèdant au cytosol de l'hôte 
L'accès cytoplasmique de certains pathogènes à niche vacuolaire a été observé, mais on 
connaît peu les mécanismes d'échappement en jeu et la signification de cette phase 
cytosolique dans le processus d’infection. Quelques exemples ont été décrits (Fredlund and 
Enninga, 2014).  
2.3.1. Salmonella 
Le mode de vie intravacuolaire ne semble pas être le seul qui permette la réplication 
intracellulaire de S. Typhimurium. On sait depuis longtemps qu'une petite proportion de 
Salmonella s'échappe de la SCV, certaines de ces bactéries étant décorées de protéines 
ubiquitinées ou associées à la Galectine-8 et sujettes à l'autophagie. Knodler et coll., (2010) 
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ont rapporté qu’une sous-population de S. Typhimurium quitte la SCV assez tôt durant 
l'infection des cellules épithéliales et se réplique très rapidement dans le cytoplasme (20 min 
par génération). Le rôle de ces bactéries cytosoliques hyper-réplicatives n'est pas clair, mais 
ce phénotype est indépendant du T3SS-2, dont les effecteurs sont nécessaires à la formation et 
à la survie bactérienne dans les SCV. 
 
2.3.2. Mycobacterium 
Le dogme concernant le pathogène Mycobacterium tuberculosis, l’agent de la tuberculose, est 
qu’il s'installe dans des vacuoles à l'intérieur des phagocytes professionnels dans les poumons, 
bloquant la fusion avec les lysosomes et retardant la maturation du phagolysosome. 
Néanmoins, comme déjà mentionné, d'autres mycobactéries, dont le pathogène piscicole 
M. marinum, accèdent au cytosol de l'hôte, formant des comètes d'actine comme Listeria. La 
vision traditionnelle de M. tuberculosis comme pathogène intravacuolaire a récemment 
commencé à évoluer, avec des observations de van der Wel et coll. (2007) Ils ont mené une 
étude approfondie de la localisation subcellulaire de M. tuberculosis dans des cellules 
dendritiques (CD) humaines en utilisant la microscopie électronique à transmission (TEM). 
De façon surprenante, plus de 50% des CD infectées contenaient des bactéries cytoplasmiques 
après 96 h d'infection, tandis que des souches vaccinales non pathogènes restaient dans la 
vacuole. De plus, la libération cytoplasmique de M. tuberculosis dépendait de ESX-1, un 
système de sécrétion de type VII (T7SS). Ces résultats ont été confirmés dans les 
macrophages en utilisant un rapporteur de transfert d'énergie de fluorescence par résonance 
(FRET), pour détecter le contact bactérien avec le cytosol (Simeone et al., 2012). Fait 
intéressant, lorsque la région génomique RD1 contenant ESX-1 a été ajouté à la souche BCG 
atténuée, ces bactéries se sont également échappées dans le cytosol de l'hôte. En outre, après 
l'élimination du locus de sécrétion ESX-1 et, plus spécifiquement, l'extrémité C-terminale 
d'ESAT-6 (un substrat du T7SS), les bactéries restaient liées à la membrane. Ceci concorde 
avec des observations réalisées avec M. marinum, qu’ESAT-6 forme de petits pores dans les 
membranes vacuolaires des macrophages (Smith et al., 2008) et que les marqueurs liés aux 
dommages membranaires, tels que la galectine-3 et l'ubiquitine, co-localisent avec les 
phagosomes de M. tuberculosis (Wong and Jr, 2011). Dans l’ensemble, ces résultats 
suggèrent, non seulement que la rupture vacuolaire est un processus actif à médiation 
bactérienne, mais aussi, qu'elle est essentielle pour une infection réussie par M. tuberculosis et 
d'autres espèces de Mycobactéries. 
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2.3.3. Legionella 
Legionella pneumophila sécrète plus de 240 protéines dans les cellules hôtes via son système 
de sécrétion de type IV (T4SS), Dot/Icm, dont certaines sont impliquées dans la maturation la  
« Legionella -Containing Vacuole » (LCV), via la prévention de la fusion avec les lysosomes 
et le recrutement du réticulum endoplasmique. La maintenance du LCV est dépendante de 
Dot/Icm, car des mutants Δdot/icm non virulents sont trouvés dans le cytosol des 
macrophages humains, peu de temps après l'infection (Kirby et al., 1998). De façon intrigante, 
l'évasion de bactéries de la LCV à des moments ultérieurs de l’infection (12-18 h) a aussi été 
observée pour les souches de type sauvage. Il existe un débat sur ce phénotype et sur les 
facteurs qui interviendraient dans cet échappement vacuolaire (Molmeret et al., 2010). 
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Comme les autres pathogènes à vie intracellulaire, L. monocytogenes est remarquablement 
adaptée aux cellules eucaryotes, et particulièrement aux cellules de mammifère ; elle est 
capable d’envahir et de se multiplier dans de nombreux types cellulaires, dont les cellules 
épithéliales et les macrophages, grâce à la production de nombreux effecteurs spécialisés dans 
l’interaction avec des molécules de l’hôte. L'exposition des personnes à cette bactérie n'est 
pas rare : les contaminations alimentaires avec de faible doses de L. monocytogenes sont loin 
d’être exceptionnelles, en dépit de la surveillance de ce pathogène dans les filières 
agroalimentaires, et on estime que 0.12% à 4.7% des individus sont porteurs sains de 
L. monocytogenes dans le tube digestif. Avec tous ces atouts, on pourrait penser que 
L. monocytogenes est un pathogène redoutable. Pourtant, si la listériose est une maladie 
sévère, elle reste exceptionnelle avec environ 300 cas/an en France. Ce paradoxe suggère que 
même si le système immunitaire est efficace contre L. monocytogenes, cette bactérie est 
capable d’être hébergée dans l’organisme de façon asymptomatique. De plus, la phase 
d’incubation de la maladie peut parfois être très longue (jusqu’à 70 jours). Ce délai, qui n’est 
pas compris, pourrait s’expliquer par une phase intracellulaire silencieuse. L’ensemble des ces 
observations suggère qu’il existerait des formes de persistance asymptomatique de Listeria 
dans les tissus. 
 
Au moment où notre travail a débuté, l’existence de réservoir de persistance intracellulaire de 
L. monocytogenes dans les tissus n’était que très peu documentée, avec des données 
restreintes, in vivo aux macrophages hépatiques chez les souris immunodéficientes (Bhardwaj 
et al., 1998) et, in vitro, à des lignées de macrophages murins (Birmingham et al., 2008; Lam 
et al., 2013). Dans ces phagocytes, des sous-populations de Listeria sont capables de persister 
dans des phagosomes non dégradatifs : les SLAPs  
 
Notre équipe s’intéressant aux effets à long terme des L. monocytogenes dans les cellules, et 
particulièrement à la reprogrammation transcriptionnelles des cellules épithéliales par 
Listeria, un nouveau modèle d’infection prolongée a été mis en place. Ce nouveau modèle a 
mis en évidence un phénomène inattendu au cours de l’infection cellulaire d’hépatocytes 
humains HepG2 par Listeria : un « switch phénotypique » des bactéries qui, après 2-3 jours, 
cessaient de polymériser l’actine et se retrouvaient dans des vacuoles à simple membrane 
marquées par LAMP1 : les Listeria-Containing Vacuoles (LisCVs). Ce nouveau phénotype 
dans la vie intracellulaire de Listeria  soulevait plusieurs questions : 
- Dans quels autres types cellulaires étaient-elles formées ? 
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- Quel était le mécanisme de biogénèse de ces vacuoles ? Les LisCVs étaient-elles formées 
comme les SLAPs dans les macrophages ? 
- Dans quel état métaboliques étaient les bactéries présentes dans les LisCVs ? 
- Quels étaient les déterminants moléculaires bactériens du switch observé ? 
- Ce phénotype était-il spécifique des souches de laboratoire ou généralisable à l’espèce? 
Existait-il des différences selon les souches ? 
 
Les objectifs de ma thèse étaient de répondre à certaines de ces questions, par diverses 
approches : étude de la cinétique d’infection à long terme, étude de marqueurs cellulaires par 
microscopie ; dénombrement des bactéries par CFU et par microscopie ; étude de la viabilité 
des bactéries intracellulaires; étude de mutants bactériens ; analyse de l’expression des gènes 
des bactéries persistantes par RT-qPCR ; et étude d’un panel de souches de différents 
complexes clonaux représentatifs de la diversité génétique de L. monocytogenes.  
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Partie I  
Etude de la persistance intracellulaire de                       
Listeria monocytogenes 
 
Article : Listeria monocytogenes switches from dissemination to 
persistence by adopting a vacuolar lifestyle in epithelial cells 
Le lien entre la virulence de L. monocytogenes et la faculté de cette bactérie à envahir les 
cellules de mammifères a été découvert dans les années 1960-70, avec les travaux pionniers 
de Mackaness montrant que ce pathogène peut se répliquer dans les macrophages chez la 
souris (Mackaness, 1962), et de Racz et coll., qui ont documenté le processus d'infection par 
Listeria dans les tissus épithéliaux de cobayes (Rácz et al., 1970, 1972, 1973). Dans les 
années 1980-90, la capacité de modéliser les infections bactériennes dans les cellules en 
culture a conduit à la caractérisation du processus infectieux intracellulaire de 
L. monocytogenes (Portnoy, 2012; Portnoy et al., 1992). Il a été établi qu’à la suite de la 
phagocytose, ou à l'endocytose médiée par des récepteurs, les bactéries s’échappent de la 
vacuole d'invasion et pénètrent dans le cytosol, où elles se répliquent et utilisent la 
polymérisation de l'actine pour se propager d'une cellule à l'autre. Une autre découverte 
marquante des années 1990 a été l'identification des déterminants bactériens de l'entrée (InlA, 
InlB) et la vie cytosolique de L. monocytogenes (LLO, PI-PLC, PC-PLC et ActA, codés par 
l’ilot de pathogénicité LIPI-1) (Portnoy et al., 1992). Ces découvertes sont la base de la 
«  listériologie cellulaire », qui a fait de L. monocytogenes l'un des agents pathogènes 
intracytosoliques les mieux caractérisés. Les effecteurs bactériens utilisés par Listeria pour 
obtenir une infection réussie (une cinquantaine découverts à ce jour), ainsi que les processus 
cellulaires manipulés par cet agent pathogène sont décrits dans des études récentes (Lebreton 
et al., 2016; Radoshevich and Cossart, 2018). Les adaptations métaboliques à la vie 
cytosolique, permettant à Listeria de se répliquer et de résister aux stress et aux défenses de 
l'hôte, sont également bien documentées (Chen et al., 2017). 
Cependant, la plupart de ces découvertes ont été générées en étudiant les premiers stades du 
processus d’infection cellulaire dans des cellules de mammifère en culture (de quelques 
minutes à un jour d’infection). Le devenir à plus long terme des Listeria cytosoliques n’a pas 
été étudié. L’une des raisons de cette courte durée d’infection est que la multiplication et la 
dissémination rapide des Listeria induisent la mort cellulaire et le détachement des cellules, 
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formant ainsi des plages de lyse. Une autre limite est que, pour rester en vie, les cellules de 
mammifères doivent être repiquées régulièrement. Pour contourner ces difficultés techniques, 
et étudier le devenir de Listeria au cours d'infections prolongées, nous avons développé un 
nouveau protocole d’infection de cellules épithéliales humaines (voir a 1). Dans ce protocole, 
nous infectons des cellules épithéliales jointives avec des inocula bactériens préparés en phase 
stationnaire, au lieu de la phase exponentielle. Ceci limite la réplication rapide des bactéries 
au début de l'infection et augmente l'expression des gènes codant les protéines d'invasion InlA 
et InlB (qui sont sous la dépendance du régulateur B). On peut alors utiliser une faible 
multiplicité d'infection (MOI) et réduire les dommages cellulaires causés par la toxine 
bactérienne LLO. Nous avons également développé un protocole de repiquage des cellules 
infectées. 
Nos travaux ont démontré que lors d’infections prolongées de cellules épithéliales humaines, 
Listeria est capable de changer son mode de vie intracellulaire. Les bactéries cessent 
progressivement de polymériser l’actine et, après 48-72h, sont retrouvées autour des noyaux 
cellulaires dans des compartiments marqués par LAMP1, un marqueur des endosomes tardifs 
et des lysosomes. Nous avons également observé que lorsqu’on utilise un anticorps pour 
marquer de façon spécifique le facteur de polymérisation d’actine ActA sur la surface des 
bactéries, seulement 5% des bactéries sont positive pour ActA (ActA+) après 72h d’infection. 
Aucune des bactéries LAMP1+ n’est marquées par l’anticorps anti-ActA. Ces résultats 
suggèrent que l’incorporation des bactéries dans les compartiments LAMP1 survient à la suite 
de l’arrêt de la production d’ActA. 
Ce « switch » phénotypique a d’abord été observé dans des lignées d’hépatocytes (cellules 
HepG2 et Huh7) et de cellules trophoblastiques (cellules JEG3 et BeWo). Il a ensuite été 
confirmés dans des hépatocytes primaires humains isolés de trois donneurs différents : après 3 
jours d’infection 63% des Listeria avaient arrêté de polymériser l’actine et étaient dans des 
compartiments LAMP1+. Ce phénotype n’est en revanche pas observé dans les cellules 
fibroblastiques HeLa. La caractérisation par microscopie électronique des compartiments 
LAMP1+ a démontré qu’il s’agissait de vacuoles à simple membrane, que nous avons 
appelées « LisCVs » pour « Listeria-Contaning Vacuoles ». Le nombre de bactéries/LisCV et 
le nombre de LisCVs/cellule est variable (en moyenne 3 bactéries/LisCV et 6 LisCVs/cellule 
dans les cellules JEG3). Nous avons également montré que les souches L. monocytogenes de 
laboratoire, EGDe et 10403S (sérotype 1/2a) (Bécavin et al., 2014), et une souche épidémique 
de sérotype 4b généraient de telles vacuoles. 
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Nous avons ensuite démontré que les LisCVs n’étaient pas des structures apparentées aux 
« SLAPs », qui ont été décrites dans les macrophages (c’est à dire des phagosomes non lysés 
contenant des bactéries peu ou pas réplicatives). Nous avons infecté les cellules JEG3 à la 
faible MOI de 1 bactérie pour 10 cellules. Notre objectif était de n’avoir pas plus d’une 
bactérie internalisée par cellule (soit pas plus d’une vacuole d’entrée). Les résultats obtenus 
ont indiqué que les LisCVs n’étaient pas formées dans la première cellule infectée mais après 
la phase de dissémination des bactéries, démontrant ainsi que les LisCVs n’étaient pas des 
SLAPs. Dans le but, de le confirmer, nous avons également utilisé un mutant hly qui ne 
produit pas de listeriolysine O, et qui est donc incapable de sortir la vacuole d’entrée. Après 
trois jours d’infection, les bactéries ∆hly étaient confinées dans leurs vacuoles d'entrée, qui 
fusionnaient avec les compartiments LAMP1 mais ne disséminaient pas et ne formaient pas 
de LisCV. Enfin, pour démontrer que les bactéries présentes dans les LisCVs sont passées par 
une étape cytosolique préalable, nous avons utilisé la sonde CBD-YFP qui détecte 
spécifiquement les L. monocytogenes cytosoliques (Henry et al., 2006). À 72h p.i., un 
marquage ponctuel de CBD-YFP était visible à la surface des bactéries présentes dans les 
compartiments LAMP1+, en particulier aux pôles bactériens.  
Dans leur ensemble, ces résultats montrent que, dans certains types de cellules épithéliales, 
L. monocytogenes passe d’une phase de dissémination cytosolique, avec propagation de 
cellule en cellule, à une phase de persistance dans des vacuoles, où les bactéries se divisent 
très lentement ou ne se multiplient plus. 
 
Nous avons ensuite cherché à caractériser le mécanisme de formation des LisCVs, en 
examinant d’abord le rôle de l’autophagie, par deux approches. La première a consisté en 
l’examen du recrutement du marqueur d’autophagie LC3 sur les LisCVs et la deuxième a été 
le knockdown des gènes d’autophagie BECN1 et ATG7. L’ensemble des résultats obtenus 
suggère que l’autophagie canonique ne serait pas impliquée dans la formation des LisCVs, 
mais n’exclut pas un rôle d’une voie non-canonique. Nous avons ensuite voulu savoir si les 
LisCVs avaient des caractéristiques de lysosomes, sur la base d’observations que nous avions 
faites en microscopie électronique. Après 72h d’infection, 85% des LisCVs étaient marquées 
par le LysoTracker, un marqueur des compartiments acides (dont les lysosomes), et 89% 
étaient marquées par un anticorps dirigé contre la protéase lysosomiale cathépsine D. Ces 
deux résultats montrent que les LisCVs ont bien des caractéristiques de lysosomes. Les 
lysosomes étant des compartiments dégradatifs, nous nous sommes demandés si les bactéries 
intravacuolaires étaient capables de survivre dans les LisCVs. Pour le savoir, nous avons 
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utilisé le kit de viabilité bactérienne LIVE/DEAD BacLight, qui permet d’évaluer l’intégrité 
des membranes. L’utilisation de ce kit a d’abord nécessité la mise au point d’un protocole 
permettant d’étudier les bactéries intravacuolaires en microscopie sur cellules vivantes (voir 
ANNEXE 1). Ces résultats, combinés à ceux de la microscopie électronique, suggèrent que 
les LisCVs contiennent une population mixte, avec une sous population majoritaire de 
bactéries qui résiste aux stress de ce compartiment et une sous-population qui est dégradée. 
Nous nous sommes ensuite demandés si L. monocytogenes avait la capacité de survivre dans 
les LisCVs pendant une période de temps encore plus longue que trois jours. Cependant, les 
cellules épithéliales humaines ne peuvent pas être cultivées pendant une longue période de 
temps sans être repiquées. Les cellules infectées avec les Listeria WT (wild type) pendant 3 
jours, ont donc été trypsinées et ré-ensemencées dans du milieu frais contenant de la 
gentamicine pour empêcher la réinfection des cellules par les bactéries extracellulaires. 
L’utilisation de ce protocole a montré que les bactéries vacuolaires pouvaient survivre au delà 
de 3 jours d’infection, mais qu’elles avaient aussi la capacité de sortir des vacuoles et de 
retourner vers un état motile et réplicatif, après le passage des cellules. Pour étudier le devenir 
des bactéries vacuolaires à long terme, nous avons alors utilisé le mutant ∆actA, qui est 
incapable de se disséminer et ne peut donc pas revenir à l’état motile après passage des 
cellules. Après plusieurs repiquage des cellules infectées par les bactéries ∆actA, de 
nombreuses cellules étaient toujours infectées par ces bactéries ∆actA, incorporées dans des 
compartiments LAMP1+. Ultérieurement, nous avons démontré qu’une sous population des 
ces bactéries vacuolaires était capable de persister dans les cellules hôtes, sans pour autant 
former des colonies après lyse des cellules et étalements sur boites de BHI-agar. Elles entrent 
dans un état viable mais non cultivable (VBNC).  
Dans notre protocole d’infection à long terme (ANNEXE 1), les cellules sont maintenues dans 
du milieu complet contenant de l’antibiotique gentamicine à une dose relativement élevée (25 
µg/mL). Ce traitement élimine des bactéries extracellulaires, empêche les évènements de 
réinfection et limite la cytoxicité de l’infection. Cependant, on peut supposer qu’à cette 
concentration, et pendant 3 jours, la gentamicine finit par rentrer dans les cellules épithéliales 
et réduit la survie des bactéries intracellulaires. Cette hypothèse a été testée avec différentes 
concentrations de gentamicine (0, 1, 5 et 25 µg/mL). Les résultats obtenus montrent que la 
gentamicine utilisée à haute dose entre dans les cellules et y contrôle la croissance des 
bactéries cytosoliques. Toutefois, elle n’est pas responsable de la formation des LisCVs et ne 
modifie pas le nombre de bactéries par vacuole. Ceci suggère que les bactéries vacuolaires, au 
contraire des bactéries cytosoliques, sont tolérantes à cet antibiotique. Une explication à ce 
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phénomène est que la vacuole LisCV étant acide, l’activité de la gentamicine y est inhibée. En 
effet, les aminoglycosides, dont fait partie la gentamicine, sont très sensible au pH bas 
(Maurin and Raoult, 2001). Par ailleurs, les bactéries vacuolaires ont un métabolisme ralenti, 
qui pourrait les rendre moins sensibles à des inhibiteurs de la synthèse de protéines, comme 
les aminoglycosides. 
L’ensemble de ces résultats révèle une nouvelle étape dans le processus infectieux 
intracellulaire de L. monocytogenes dans certaines cellules épithéliales : une phase de 
persistance dans des vacuoles. Cette propriété pourrait contribuer au portage asymptomatique 
de ce pathogène dans les tissus épithéliaux, allonger la période d'incubation de la listériose, et 
rendre les bactéries tolérantes à l’antibiothérapie et indétectables par des techniques de culture 
de routine. 
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S1 Fig. LisCVs are formed in a subset of epithelial cells.  
Cells were infected with the indicated L. monocytogenes strain (MOI ~ 1-5) and processed for 
epifluorescence microscopy at 72h p.i. The color of each staining is indicated on panel headlines. A. 
LAMP1-negative and Actin-positive EGDe bacteria in HeLa cells. Bar: 10 µm. B. LAMP1-positive 
EGDe bacteria in Huh7 hepatocytes. Bar: 5 µm. C. Strains EGDe (serotype 1/2a), 10403S (serotype 
1/2a) and CLIP 63713 (serotype 4b) in JEG3 cells. Samples were labeled with monoclonal antibodies 
against LAMP1, polyclonal antibodies against Listeria serotype 1/2a (which do not labeled serotype 
4b), phalloidin-Cy5 and DAPI. All strains stop polymerizing actin and become enclosed in LAMP1-
positive compartments. Two magnifications are shown for each strain: on top panels, bars: 5 µm; on 
bottom panels, bars: 1 µm. The phase contrast images highlight intact bacilli. D. LAMP1-positive 
10403S bacteria in BeWo cells. Bar: 20 µm. E-F. Primary human hepatocytes grown on collagen-
coated plates were infected with L. monocytogenes 10403S bacteria (MOI ~ 5) and lysed at 2h and 72h 
p.i. to determine bacterial intracellular loads by CFU counts. E. The efficiency of bacterial entry in 
primary hepatocytes is compared to that in HepG2 hepatocytes or HeLa cells at the same MOI (~ 5) 
after 2h of infection. Results are mean±SD of triplicate experiments. F. Intracellular loads of 10403S 
bacteria in primary hepatocytes at 2h and 72h p.i. G. Micrographs of primary hepatocytes infected for 
72h with 10403S. Overlays show Listeria (green), LAMP1 (red), F-actin (white) and DAPI (blue) 
signals. Bars: 5 µm. A high magnification of the region pointed with an arrow is shown below. 
Bar: 2 µm.  
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S2 Fig. Structure of the Listeria-Containing Vacuoles.  
Transmission electron microscopy study of bacteria after three days of infection in JEG3 cells. These 
data are associated with Figs. 1F and 1G. Each micrograph shows a representative stage of the 
L. monocytogenes cellular invasion process, as labeled in the black box on the left corner. The two 
micrographs labeled ―pre-LisCV‖ highlight bacteria that might be in the process of being captured by 
electron-dense compartments. L.m, L. monocytogenes; F-actin, filamentous actin; Nuc., nucleus; Lys., 
secondary lysosomes; Mito., mitochondria; Mbs., membranous intravacuolar structures; Double mb. 
vacuole: secondary vacuole derived from a bacterial protrusion; LisCV: single-membrane Listeria-
containing vacuole. Bars: 1 µm.   
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S3 Fig. LisCVs are formed at a late stage of bacterial dissemination.  
A. JEG3 cells monolayers were infected for 72h with L. monocytogenes with 10403S or EGDe strain 
at MOI ~ 1 or ~ 0.1 and viable cells were numbered at different time points. B-D. Micrographs of cells 
infected with 10403S (MOI ~ 0.1) at low magnifications. B. At 2h p.i., bacteria were labeled with 
antibodies before (in red) and after (in green) cell permeabilization. Extracellular Listeria (both red 
and green) appear in yellow and intracellular Listeria in green. F-actin staining (in white) delimitate 
cell junctions (as exemplified for one cell with a dashed line). Bar: 20 µm. Bacteria pointed with 
arrows are shown at a higher magnification on the right (Bar: 5 µm). Images have been digitally 
processed to enhance the fluorescent signals in order to visualize each single bacterium. C. 
Micrographs of cells infected for 2, 6, 24 or 72h and visualized with the objective 10X. Images are 
overlays of Listeria (green) and F-actin (red) signals. Circles highlight an individual bacterium at 2h 
p.i., and an infection focus at 6h p.i. Bar: 100 µm. D. DAPI staining of non-infected (NI) and 10403S-
infected JEG3 cells at 72h p.i. The arrows indicate altered nuclei. Bar: 100 µm. E. Intracellular growth 
of 10403S bacteria in JEG3 cells assessed by CFU counts (mean±SD of triplicate experiments). F. 
Quantification of 10403S bacteria in different phenotypes at 6h and 72h p.i (mean±SD of triplicate 
experiments).  
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S4 Fig. LisCVs are formed after L. monocytogenes has passed through a cytosolic stage. 
JEG3 cells were transiently transfected with a plasmid encoding the L. monocytogenes cell-wall probe 
CBD-YFP and infected with L. monocytogenes 10403S (MOI ~ 0.1) for 6h, 24h and 72h. Samples 
were processed for epifluorescence microscopy. The micrographs are representative of results from 
three independent experiments. The color of each staining is indicated on panel headlines. Squared 
regions are shown at a higher magnification on the right (A), as well as below for 72h p.i. (B). Arrows 
point CBD-YFP dots at the surface of bacteria within LisCVs. Bars: 10 µm and 2 μm.  
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S5 Fig. Long-term infection of JEG3 cell monolayers with L. monocytogenes 10403S 
∆actA bacteria.  
 
Micrographs of JEG3 cells infected with 10403S-∆actA (MOI ~ 0.1) at low (on top) or high (on 
bottom) magnification. Images are overlays of Listeria (green), F-actin (red) signals. Circles highlight 
an individual bacterium at 2h p.i., and an infection focus at 72h p.i.  
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S6 Fig. The canonical autophagy pathway is not necessary for the formation of LisCVs.  
A-B. JEG3 cells were infected with Listeria 10403S (MOI ~ 0.1) and processed for 
immunofluorescence with LC3 and Listeria antibodies at different time post-infection. A. The 
histograms represent the percentage of LC3-positive or LC3-negative bacteria (mean±SD of triplicate 
experiments). B. A representative image of the immunolabeling of LC3 and Listeria at 72h p.i. 
C.  JEG3 cells expressing GFP-LC3 were infected with Listeria EGDe and processed for 
immunofluorescence assays with Listeria and LAMP1 antibodies. The arrows point regions, which are 
shown at a higher magnification below. Bars: 10 µm and 1 µm. D-F JEG3 cells were infected with 
10403S bacteria, exposed to two successive siRNA treatments with ATG7, BECN1 or control siRNAs, 
one at 24h p.i., and one at 48h p.i. At 72h p.i., samples were processed for transcript quantification 
(D), or immunofluorescence assays with LAMP1 and Listeria antibodies and DAPI (E), or CFU and 
JEG3 cell counting (F). In D, the fold change of transcript level is relative to values normalized to 
GAPDH reference gene. YWHAZ was used as a control gene. 
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S7 Fig. LisCVs are stained by lysosomal markers. 
A. JEG3 cells monolayers were infected for 72h with the indicated strain and processed for 
microscopy analysis. The color of each staining is indicated on the panel headlines. A. Micrographs of 
live cells infected with GFP-expressing L. monocytogenes WT or ∆actA strains and stained with 
Lysotracker and Hoechst. Bars: 5 µm. Arrows point representative LysoTracker-positive LisCVs. B. 
Micrographs of fixed cells infected with EGDe-∆actA or 10403S-∆actA bacteria, and stained with 
Listeria, cathepsin D and LAMP1 antibodies. Arrows point representative cathepsin D-positive 
LisCVs. Bars: 2 µm.  
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S8 Fig. Bacteria return to the replicative-motility phase in a subpopulation of cells after 
cell passaging. 
 
HepG2 cells containing EGDe bacteria entrapped in LisCVs at day 6 (as in Fig. 5) were detached with 
trypsin, diluted to 2. 10
5
 cell/mL and grown for 24h in complete medium with gentamicin 25µg/mL. 
The micrograph, which is representative of 5 experiments, is an overlay image of cells stained with 
Listeria and LAMP1 antibodies, fluorescent phalloidin to label F-actin and Hoechst to mark nuclei. 
Bar: 50 µm. Examples of cells in each of the two populations, either carrying persistent vacuolar 
Listeria  (―P‖) or carrying active Actin-associated Listeria (―A‖), are framed and represented at a 
higher magnification below. Bar: 5 µm. The color of each staining is indicated on the panel headlines. 
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S9 Fig. LAMP1
+
 bacteria are present in dividing host cells at different stages of mitosis. 
Cells were infected with EGDe-  6A. At day 10, cells were processed 
for immunofluorescence with Listeria and LAMP1 antibodies and DAPI. LAMP1
+
 compartments 
containing bacteria are pointed in cells at different steps of mitosis. Micrographs are representative of 
six independent experiments. Bars: 10 µm. 
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S10 Fig. Re-expression of actA in the EGDe- actA mutant promotes the motile stage of 
L. monocytogenes.  
 
JEG3 cells were infected with L. monocytogenes EGDe or EGDe- actA+actA strains for three days 
and processed for microscopy with staining with DAPI, ActA antibodies and Cy5-phalloidin to label 
F-actin. Bar: 10 µm. 
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S11 Fig. The L. monocytogenes phenotypic switch occurs in cells grown with a low 
concentration of gentamicin. 
 
Representative micrographs of JEG3 cells infected with L. monocytogenes EGDe (MOI ~ 0.1; without 
10-min exposure to gentamicin 100 µg/mL) for 72h in presence of gentamicin 5 or 25 µg/mL. Cells 
were labeled with Listeria polyclonal antibodies (green in the overlay), LAMP1 or ActA monoclonal 
antibodies (red in the overlay) and Hoechst (Blue in the overlay). White arrows point LisCVs. Bar: 
10 µm.  
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S12 Fig. Variability of the phenotype of 10403S-ΔactA bacteria in JEG3 cells 
subcultured in gentamicin 5 µg/mL for 13 days. 
 
JEG3 cells infected with L. monocytogenes 10403S- actA (MOI ~ 1) and propagated up to d13 in 
presence of gentamicin 5 or 25 µg/mL. A 12 mm coverslip placed in the well was recovered just 
before lysing the cells, in order to process the same cells for immunofluorescence and CFU counts. 
Micrographs show representative cells from (A) wells leading to VBNC bacteria (not detectable 
colony, ―nd‖) or (B) bacteria forming colonies (1.3 105 CFU/well). Cells were labeled with Listeria 
polyclonal antibodies (green), LAMP1 monoclonal antibodies (red) and Hoechst (Blue). White arrows 
point LAMP1
+
 bacteria. Bar: 5 µm.  
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Partie II  
 
Etude de la variabilité souche-dépendante  
des phénotypes intracellulaires de Listeria monocytogenes  
lors d’une infection à long terme de cellules JEG3 
 
Introduction 
Le « switch » phénotypique de Listeria lors d’une infection à long terme de cellules 
trophoblastiques JEG3 a été décrit avec deux souches de laboratoire, EGDe et 10403S 
(Bécavin et al., 2014), et une souche épidémique (CLIP63713, Jonquières et al., 1998). Ces 
souches appartiennent, respectivement, aux complexes clonaux CC9, CC7 et CC4 (Haase et 
al. 2014). Or il existe de nombreux autres CCs dans l’espèce L. monocytogenes, avec des 
surreprésentations de certains d’entre eux dans l’environnement, les aliments ou les cas 
cliniques (Figure 22) (Maury et al. 2016).  
 
 
 
Figure 22 : Prévalence et distribution des clones MLST dans les sources alimentaires et cliniques 
(Maury et al., 2016). 
 
Les CC1, CC2, CC4 et CC6 sont prévalant dans les échantillons cliniques, tandis que les 
CC121 et CC9 sont les plus fréquemment retrouvés dans les échantillons alimentaires (Figure 
22). En particulier, CC121 (appartenant au sérotype 1/2a), a montré une prévalence de 17,6% 
sur 6633 isolats testés de L. monocytogenes collectés sur neuf ans, à partir de sources 
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alimentaires et cliniques, avec une surreprésentation statistiquement significative dans les 
sources alimentaires par rapport aux sources cliniques (92,9% vs 7,0%) (Maury et al., 2016).  
Il a également été montré que les souches du CC9 sont très rarement isolées des cas de 
listérioses humaines, alors que celles du CC7 sont rarement isolées à partir des denrées 
alimentaires.  
 
Pour les souches très rarement associées aux cas cliniques, certaines montrent une infectivité 
réduite dans les modèles de culture cellulaire. Les mécanismes conduisant à une virulence 
atténuée ne sont pas encore complètement clairs. Cependant, certaines souches possèdent un 
gène inlA muté, générant des codons d'arrêt prématurés et la production d’une internaline 
tronquée, non ancrée au peptidoglycane et, de ce fait, non fonctionnelle pour l’invasion des 
cellules épithéliales (Jacquet et al., 2004; Jonquières et al., 1998). Ces résultats suggèrent que 
ce type de mutations dans inlA peut expliquer, en partie, pourquoi certaines souches sont plus 
fréquemment isolées des aliments, ou de l’environnements, que des cas cliniques. Des 
données épidémiologiques confortent cette hypothèse (Jacquet et al., 2004; Nightingale et al., 
2005; Van Stelten et al., 2010; Kanki et al., 2015).  
 
S’il existe des différences entre souches concernant la virulence, qu’en est-il pour le 
phénotype de persistance intracellulaire que nous avons décrit (Kortebi et al., 2017)? Afin de 
le tester, nous avons criblé un panel de 37 souches fournit par l’ANSES, et appartenant à 
divers complexes clonaux. Notre objectif était de tester leur capacité à envahir, se disséminer 
et être incorporées dans les LisCVs, selon notre nouveau protocole d’infection prolongée dans 
les cellules trophoblastiques humaines JEG3 (ANNEXE 1). Les souches choisies (Tableau 4) 
ont été isolées à partir de denrées alimentaires et de l’environnement de transformation 
d’aliments. Elles ont été comparées à la souche de laboratoire 10403S (CC7), servant de 
référence, ainsi qu’à un mutant isogénique non-invasif :10403S inlAinlB (Bakardjiev et al., 
2004). 
 
L’étude s’est déroulée en trois étapes : nous avons d’abord examiné la capacité des différentes 
souches à entrer puis à se multiplier dans les cellules JEG3. Nous avons ensuite étudié plus 
finement la capacité de 4 souches sélectionnées à se disséminer et à former des vacuoles de 
persistance LisCVs. Ce travail a fait en partie l’objet du stage de Master 1 d’Hélène Riveiro, 
que j’ai formée et co-encadrée, avec Eliane Milohanic.  
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Matériels et méthodes  
Lignée cellulaire et souches bactériennes 
La lignée de cellules humaines et les souches de L. monocytogenes utilisées dans cette étude 
sont présentées dans les tableaux suivants :  
Lignée cellulaire Caractéristiques Origine 
JEG3 Cellules épithéliales 
humaines dérivées d’un 
carcinome de placenta 
ATCC 
HBT-36 
 
   
Souches bactériennes Caractéristiques Linéage et CC 
10403S 
 
 
 
 
10403S-ΔinlAB                
Souche de référence 
 
 
 
 
Mutant non invasif dérivé 
de la 10403S par délétion 
des gènes inlA et inlB 
 
Linéage  II, 
CC7 (Bécavin 
et al., 2014) 
 
DP-L4404 
(Bakardjiev et 
al., 2004) 
 
Souches Linéage Sérogoupe CC Origine 
HBSC046 II IIa CC121 Viande 
HBSC047 II IIa CC121 Produits laitiers 
HBSC048 II IIa CC121 Poisson 
HBSC049 II IIc CC121 Poisson 
HBSC050 II IIa CC9 Aliment prêt à manger 
HBSC051 II IIc CC9 Aliment prêt à manger 
HBSC052 II IIc CC9 Produits laitiers 
HBSC054 II IIc CC9 Viande 
HBSC081 II IIb Nd Nd 
HBSC055 I IVb CC1 Produits laitier 
HBSC056 I IVb CC1 Viande 
HBSC057 I IVb CC1 Fromage 
HBSC058 I IVb CC2 Viande 
HBSC059 I IVb CC2 Produits laitiers 
HBSC083 I IIb CC2 Nd 
HBSC070 I IVb CC4 Environnement de transformation des 
aliments 
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Nd : Non déterminé.  
Tableau 4 : Souches utilisées pour l’étude de la variabilité souche-dépendante des 
phénotypes intracellulaires de Listeria monocytogenes lors d’une infection à long terme 
de cellules JEG3. 
 
Infections des cellules JEG3 
Nous avons adapté le modèle d’infection à long terme dans les cellules épithéliales humaines 
décrit dans la partie I (ANNEXE 1) à des infections en plaques 24 puits. Brièvement, 2 à 4 
jours avant l’infection, les cellules JEG3 sont ensemencées dans des plaques 24 puits, à une 
concentration de l’ordre de 7.103 à 5.104 cellules/mL, afin d’atteindre une confluence de 90-
100 % le jour de l’infection. La veille de l’infection, les bactéries sont mises en culture en 
milieu BHI liquide et incubées toute la nuit à 37°C sous agitation. Le jour de l’infection les 
HBSC071 I IVb CC4 Produits laitiers 
HBSC078 I IVb CC4 Sang 
HBSC064 I IVb CC6 Environnement de transformation des 
aliments 
HBSC065 I IVb CC6 Végétaux 
HBSC060 II IIa CC8 Viande 
HBSC061 II IIa CC8 Produits laitiers 
HBSC079 II IIa Nd Nd 
HBSC068 II IIa CC37 Végétaux 
HBSC069 II IIa CC37 Environnement de transformation des 
aliments 
HBSC072 II IIa CC18 Environnement de transformation des 
aliments 
HBSC073 II IIa CC155 Aliment prêt à manger 
HBSC074 II IIa CC155 Poisson 
HBSC080 I IIb Nd Nd 
HBSC066 I IIb CC3 Produits laitiers 
HBSC067 I IIb CC3 Viande 
HBSC062 I IIb CC5 Produits laitiers 
HBSC063 I IIb CC5 Viande 
HBSC075 I IVb CC54 Végétaux 
HBSC076 I IIb CC191 Aliment prêt à manger 
HBSC077 I IVb CC220 Poisson 
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cellules sont lavées puis infectées avec 1 mL de suspension bactérienne diluée au 1/400 
000
ème, soit une multiplicité d’infection, MOI  0,01. Les plaques sont centrifugées à 300g 
pendant 2min afin de synchroniser l’entrée des bactéries dans les cellules. Après 1h 
d’infection, du milieu complet contenant de la gentamicine à 25µg/mL est ajouté aux cellules, 
afin d’éliminer les bactéries extracellulaires. Après 2h d’infection, les cellules infectées sont 
lysées avec de l’eau froide et les lysats sont étalés sur gélose BHI afin de déterminer 
l’efficacité d’entrée des bactéries dans les cellules. Après 72h d’infection, les cellules sont 
soit lysées à l’eau froide (de la même façon qu’à 2h p.i.), pour des dénombrement bactériens 
sur gélose BHI, soit fixées au paraformaldéhyde 4% (en PBS 1X) pour les expériences 
d’immunofluorescence. Dans ce cas, les cellules sont ensuite perméabilisées au PBS-Triton 
X100 (0.4%) et marquées par des anticorps dirigés contre Listeria et LAMP1, ainsi que par la 
phalloïdine fluorescente (pour marquer l’actine F) et le Hoechst (pour marquer l’ADN), en 
suivant le protocole décrit dans l’ANNEXE 1. Les cellules marquées sont analysées par 
microscopie à épifluorescence, à petit grossissement (10x) pour quantifier les foyers de 
dissémination des souches, et à fort grossissement (63x ou 100x) pour visualiser la formation 
des vacuoles de persistance.  
La quantification de l’aire des foci a été réalisée à l’aide du logiciel ImageJ, qui permet de 
délimiter les foyers d’infection en pixels colorés. Ainsi, le logiciel peut fournir l’aire du foci 
et son intensité. 
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Résultats  
Invasivité des souches après 2h d’infection. 
Afin d’étudier la capacité des souches à induire leur internalisation dans les cellules JEG3, les 
tests d’entrée ont été fait à une MOI comparable, d’environ 1 bactérie pour 100 cellules, soit 
MOI  0,01. Les inocula ont été dénombrés sur gélose BHI (Figure 23).  
 
 Figure 23 : Inoculum (en Log cfu/mL) des différentes souches bactériennes testées. 
 
Après 2h d’infection, les cellules ont été lysées et les bactéries intracellulaires dénombrées sur 
géloses BHI. Le pourcentage d’entrée de chaque souche a été déterminé, en rapportant le 
nombre de bactéries intracellulaires au nombre de bactéries dans l’inoculum. Les résultats 
obtenus sont représentés en regroupant les souches par CCs et en les comparant à la souche de 
référence 10403S, et à un mutant isogénique non invasif, 10403S-∆inlAB (Figure 24). Les 
souches ont été classées en 4 groupes : (I) CC121+CC9 (linéage II), qui sont les deux CCs 
prédominants dans les aliments ; (II) autres CCs (linéage II), (III) CC1+CC4+CC6+CC2 
(linéage I), qui sont les CCs prédominants dans les cas cliniques et (IV) autres CCs (linéage 
I). 
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Figure 24 : Capacité d’invasion des souches bactériennes. Les pourcentages d’entrée des 
souches après 2h d’infection dans les cellules JEG3 sont représentés par groupe de CCs. 
 
On observe que, pour l’essentiel, les souches testées sont capables d’induire leur 
internalisation dans les cellules JEG3, cependant avec des pourcentages d’entrée assez 
variables. Par ailleurs, les souches appartenant aux CC121 et CC9 (linéage II) sont toutes 
moins invasives que la souche de référence 10403S. Elles ont une capacité d’invasion 
comparable à celle du mutant non invasif 10403S-∆inlAB. En particulier les deux souches 
HBSC048-CC121 et HBSC049-CC121, que nous avons qualifiés de souches « hypo-
invasives ». A l’inverse les souches des CC1, CC6, CC4 et CC2 (linéage I) ont, en moyenne, 
une capacité d’invasion plus élevée que celle de la souche 10403S. Notamment, les souches 
HBSC070-CC4, HBSC071-CC4 et HBSC056-CC1 qui ont des pourcentages d’entrée 
respectivement de 48%, 33% et 32%. Nous les avons qualifiées de souches « hyper-
invasives ».  
Le reste des souches appartenant aux deux groupes : « autres CCs du linéage II » et « autres 
CCs du linéage I » ont des capacités d’invasion très variables, avec des souches qui sont plus 
invasives que la 10403S, notamment la HBSC080-linéage I, la HBSC074-linéage II et 
HBSC069-linéage II dont les pourcentages d’entrée sont respectivement de 34%, 30,8% et 
28%. Tandis que d’autres souches sont moins invasives que la 10403S et ont plutôt une 
efficacité d’invasion comparable à celle du mutant 10403S-∆inlAB notamment les souches 
HBSC079-linéage II, HBSC073-linéage II et la HBSC067- linéage I.  
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Infectivité des souches après 72h d’infection. 
Nous avons ensuite quantifié le nombre de bactéries intracellulaires après 72h d’infection 
dans la monocouche de cellules JEG3. Comme pour les tests d’entrée, les infections ont été 
faites à une MOI de 0,1. À 72h p.i. les cellules ont été lysées et les lysats étalés sur gélose 
BHI pour déterminer le nombre de bactéries intracellulaires. Les résultats obtenus sont 
représentés en regroupant les souches par CCs de la même façon qu’à 2h p.i. (Figure 25). 
 
 
 
Figure 25 : Test d’infection à long terme (3 jours). Log CFU par mL à 72h p.i. les résultats 
sont représentés par groupes de CCs. 
 
Nous constatons que, même lorsque leur capacité d’invasion est faible, la majorité des 
souches parviennent à se multiplier et à se disséminer dans la monocouche cellulaire. En effet, 
entre 2h et à 72h p.i., la concentration bactérienne passe de 10
2
-10
3
 bactéries/puit à 10
4
-10
6
 
bactéries/puit. Seules deux souches de CC121, HBSC048-CC121 et HBSC049-CC121, 
présentent une infectivité nettement altérée. Il est important de souligner que la souche 
HBSC048-CC121 semble avoir un défaut de croissance par rapport aux autres souches : elle 
présente une DO plus faible en culture de nuit, elle forme des colonies sur gélose BHI en 48h 
au lieu de 24h et les colonies restent de petite taille  
Pour la suite de l’étude, nous nous sommes focalisés sur 4 souches : les deux souches du 
groupe des souches « hypo-invasives », qui ont le plus faible pourcentage d’entrée et qui se 
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multiplier le moins dans les JEG3 (HBS048-CC121 et la HBSC049-CC121) et les deux 
souches « hyper-invasives », qui ont le pourcentage d’entrée le plus élevé et qui semblent se 
multiplier le mieux dans les JEG3 (HBSC070-CC4 et HBSC071-CC4). 
Courbe de croissance des souches bactériennes en BHI.  
Nous avons observé que les souches HBSC048-CC121 et HBSC049-CC121 semblaient avoir 
un défaut de croissance dans les cellules, comparé à 10403S et HBSC070-CC4 et HBSC071-
CC4. Afin de confirmer si ce défaut était lié à l’environnement cellulaire ou à un défaut du 
métabolisme intrinsèque aux souches, nous avons suivi les croissances en milieu BHI liquide, 
des 4 souches d’intérêt. L’absorbance a été mesurée à 600 nm (Figure 26A) et les CFUs étalés 
sur gélose BHI (Figure 26B)  
 
Figure 26 : Courbe de croissance des souches bactériennes en BHI. A. Absorbance des 
souches à 600nm ; à gauche les souches « hypo-invasives » et à droite les souches « hyper-
invasives ». B. Nombre de cfu/mL ; à gauche les souches « hypo-invasives » et à droite les 
souches « hyper-invasives ».  
 
Les deux souches « hypo-invasives » semblent croitre plus lentement que la 10403S, elles ont 
un temps de latence plus long en particulier la HBSC048-CC121. Alors que la 10403S 
commence a rentrer en phase stationnaire après 5h de croissance, il faut 8h pour la HBSC049-
CC121, tandis que la HBSC048-CC121 n’est toujours pas en phase stationnaire après 9h de 
croissance. De plus la concentration bactérienne de la HBSC048-CC121 était inférieure à 
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celle de 10403S. Cependant les temps de génération de la HBSC048-CC121 (51 min) et de la 
HBSC049-CC121 (52,7 min) sont comparables à celui de la 10403S (49 min). Ces résultats 
suggèrent que la HBSC048-CC121 et la HBSC049-CC121 présentent un léger défaut de 
croissance dans les conditions testées in vitro; en BHI liquide, mais ceci n’est pas suffisant 
pour expliquer leur défaut de croissance in cellulo. Pour répondre à cette question il faudra 
faire une cinétique de croissance intracellulaire dans les JEG3. Quant aux deux souches 
« hyper-invasives » (HBSC070-CC4 et HBSC071-CC4) elles semblent pousser de la même 
façon que la 10403S ; leurs courbes de croissance se superposent avec celle de la 10403S et 
leurs temps de génération sont comparables à celui de la souche de référence.  
Etude de la dissémination de deux souches de CC121 et deux souches de CC4. 
Pour pouvoir comparer la dissémination des 4 souches sélectionnées à la souche de référence 
10403S, et au mutant non invasif 10403S-∆inlAB, il fallait d’abord s’affranchir des 
différences dans leur efficacité d’entrée. L’objectif était de partir d’un même nombre de 
bactéries intracellulaires pour chaque souche, au début de l’expérience. Pour ce faire, nous 
avons augmenté la MOI pour les deux souches « hypo-invasives » (MOI 0,01 ; 0,1 ; 1) et 
baissé celle des souches « hyper-invasives » (MOI 0,01 ; 0,0001) (Figure 27A). Les MOI 
sélectionnées nous ont permis d’avoir des efficacités d’internalisation comparables entre les 
souches (Figure 27B).  
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Figure 27 : Normalisation de l’entrée. A. Histogramme du nombre de bactéries 
intracellulaires à 2h p.i., en fonction des différentes MOI testées : à gauche 0,01 ; 0,1 et 1 
pour les souches « hypo-invasives » et, à droite, 0,01 et 0,0001 pour les souches « hyper-
invasives ». B. MOI sélectionnée pour chaque souche permettant d’avoir une efficacité 
d’entrée comparable à celle de 10403S. 
 
Etude de la dissémination bactérienne par microscopie. 
Nous avons ensuite étudié la capacité des souches d’intérêt à se propager de cellule en cellule, 
au sein de la monocouche cellulaire. Après 72h d’infection, les cellules infectées ont été 
marquées par immunofluorescence et photographiées à faible grossissement, avec un objectif 
10x. Ceci permet d’observer les foyers d’infection « foci » dans leur quasi globalité, et d’en 
quantifier l’aire par un logiciel d’analyse d’image (ImageJ) (Figure 28A). L’aire des foci des 
souches d’intérêt a été rapportée à celle de la souche de référence 10403S (Figure 28B). 
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Figure 28 : Etude de la dissémination des souches 10403S, 10403S-inlAB, HBSC048, 
HBSC049, HBSC070 et HBSC071 à 72h p.i. A Exemples de foci de dissémination de 
L. monocytogenes observés après 72h d’infection. Les bactéries sont marquées en vert. 
Barres d’échelle : 1000 µm. Un exemple d’image de foci traitée par ImageJ est montré 
dessous. B. Mesure de l’aire des foci d’infection des 6 souches. Les résultats sont indiqués en 
pourcentage de l’aire des foci relatif à celui de 10403S (normalisé à 100%, comme indiqué 
par la ligne en pointillés).  
 
Les résultats indiquent que les deux souches « hypo-invasives » du CC121, HBSC048 et 
HBSC049, présentent une capacité de dissémination inférieure à celle de la souche WT. Cette 
diminution ne peut pas s’expliquer par un défaut d’internalisation, car nous avons choisi des 
MOI permettant d’avoir des efficacités d’entrée comparables. De plus, l’étude du mutant non 
invasif 10403S-inlAB indique que, même dans des conditions où l’entrée est fortement 
diminuée, les bactéries inlAB mutantes internalisées se disséminent et forment des foci avec 
la même efficacité que celle des bactéries WT. Ces résultats suggèrent que d’autres facteurs 
sont responsables de la capacité réduite de HBSC048-CC121 et HBSC049-CC121 à 
disséminer. A l’inverse les deux souches « hyper-invasives » du CC4, HBSC070 et 
HBSC071, forment des foci plus larges que ceux de la souche WT. Cependant, l’objectif 
utilisé (10x) ne permet pas de photographier la totalité du foci pour ces deux souches, il sera 
donc judicieux de refaire la quantification avec un objectif plus petit (2,5x). 
 
Formation des vacuoles de persistance LisCVs  
Nous avons ensuite étudié la capacité des souches à former des LisCVs après 72h d’infection 
(Figure 29).  
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Figure 29 : Formation des LisCVs à 72h p.i. Les cellules JEG3 ont été infectées pendant 
72h et marquées par immunofluorescence. Les noyaux des JEG3 sont marqués en bleu, les 
bactéries en vert, LAMP1 en rouge et l’actine filamenteuse en blanc. Barre d’échelle : 10µm. 
On observe qu’après 72h d’infection, dans leur majorité les bactéries ne polymérisent plus 
l’actine et sont présentes dans des vacuoles marquées par LAMP1, quelque soit la souche 
étudiée. Toutefois, qualitativement, les résultats suggèrent des différences dans le nombre de 
bactéries intra-vacuolaires, la taille des vacuoles et le nombre de vacuoles par cellule. Par 
exemple, les vacuoles englobant les bactéries HBSC048-CC121 semblent plus petites et 
contenir moins de bactéries que celles de 10403S. Inversement, les vacuoles générées par 
HBSC049-CC121 semblent plus grosses et contenir plus de bactéries que 10403S. Quant aux 
vacuoles formées par HBSC070-CC4 et HBSC071-CC4, elles apparaissent comparables à 
celles de la 10403S en terme de taille, mais il semble y avoir plus de vacuoles par cellule, et 
plus de bactéries cytosoliques, dans les cellules infectées par ces souches.  
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Conclusion et perspectives  
L’étude de la variabilité souche-dépendante des phénotypes intracellulaires de 
L. monocytogenes lors d’une infection à long terme de cellules JEG3 a permis de démonter 
que le « switch » phénotypique ainsi que la capacité à former des vacuoles, initialement 
décrits pour deux souches de laboratoire et une souche épidémique, sont généralisés à des 
souches isolées d’aliments et d’ateliers de transformation des aliments. Ceci suggère que cette 
étape est propre à l’espèce monocytogenes, mais avec des efficacités semblant variables. 
Cependant, ces résultats nécessitent d’être reproduits et affinés, afin d’obtenir des données 
statistiquement robustes. Il est nécessaire d’augmenter le nombre de souches à analyser et de 
mettre au point un crible haut débit pour analyser et quantifier les divers phénotypes, 
notamment le nombre de vacuoles observées à 72h p.i. (nombre de vacuoles/cellule, et 
nombre de bactéries/vacuole). 
 
L’étude de la capacité d’internalisation et de dissémination cellulaire des souches, nous a 
permis d’identifier deux catégories de souches ; des souches que nous avons qualifié 
« d’hypo-invasifs », dont HBSC048-CC121 et HBSC049-CC121 et des souches que nous 
avons qualifié « d’hyper-invasifs », notamment HBSC070-CC4 et HBSC071-CC4. Pour la 
suite, il sera important de réaliser une analyse de génomique comparative (GWAS ; SNPs, 
présence/absence de gènes) de ces souches aux phénotypes variables. Il est également 
nécessaire d’avoir la séquence des génomes de souches, en particulier les gènes du 
métabolisme impliqués dans la croissance intracellulaire (uhpT) mais aussi celle du gène inlA 
et actA. Des codons stop générant des InlA tronquée, peuvent expliquer les défauts d’entrée 
ou des mutations de la région N-terminale d’ActA pourraient expliquer les défauts de 
dissémination.  
Dans le futur, il sera intéressant d’étudier l’expression des gènes de virulence de ces souches 
dans notre modèle d’infection à long terme. Pour ce faire il faudra d’abord mettre au point la 
technique d’extraction d’ARN à partir de bactéries intracellulaires en utilisant les souches 
WTs (10403S et EGDe).  
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Partie III :  
 
Etude du transcriptome des Listeria intracellulaires : 
mise au point d’un protocole d’extraction des ARNs 
 
 
Une transition réussie de L. monocytogenes entre un biotope extracellulaire et un biotope 
intracellulaire nécessite une réponse d'adaptation précise aux conditions rencontrées dans le 
milieu de la cellule hôte. Or au sein de cette niche, les conditions varient également. Nous 
avons pour hypothèse que le programme transcriptionnel des bactéries intracellulaires change 
de façon importante lors de leur transition entre l’étape cytosolique et l’étape vacuolaire. De 
nombreux facteurs de virulence importants pour les phases d’infections précoces ont été 
identifiés par différentes études transcriptomiques dans des cellules épithéliales, des 
macrophages ou des splénocytes (Joseph et al., 2006 ; Chatterjee et al., 2006 ; Camejo et al., 
2009). Cependant, à ce jour, aucune étude ne s’est intéressée à l’expression des gènes de 
Listeria lors d’infections prolongées de cellules épithéliales. Afin d’adresser cette question, 
nous devons mettre au point un protocole d’extraction des ARN messagers (ARNm) des 
bactéries à différents temps d’infection (avant l’infection ; 8h post-infection et 72h post-
infection). Ces ARNm seront utilisés pour l’analyse de l’expression des gènes des bactéries 
par une approche ciblée de RT-qPCR, centrée sur des gènes d’intérêt, et par une approche 
globale par « RNA sequencing » (RNA seq), permettant d’étudier le transcriptome dans sa 
globalité. Nous espérons ainsi identifier des gènes codant pour des facteurs bactériens 
impliqués dans la formation des LisCVs et dans la résistance des bactéries aux stress de ces 
compartiments.  
Mise au point du protocole d’extraction d’ARN. 
 
Nous avons adapté notre protocole d’infection à long terme des cellules épithéliales JEG3 
cultivées en plaques de 24 ou de 6 puits (comme décrit dans la partie I et dans l’ANNEXE 1) 
à des infections en flasques de 75 cm
2
 (T75). Après 8h ou 72 h d’infection les cellules ont été 
soit lysées pour l’extraction de l’ARN bactérien, soit lysées avec de l’eau froide et étalées sur 
gélose BHI, afin d’estimer le nombre de bactéries intracellulaires par flasque. Pour extraire 
les ARN des bactéries intracellulaires, nous avons utilisé les protocoles d’extraction d’ARN 
précédemment décrits par Chatterjee et coll. (2006) et de Toledo-Arana et coll. (2009), avec 
quelques modifications. Dans ce protocole, les petits ARN non codants ne sont pas purifiés. 
En revanche, il peut y avoir une contamination d’ARN eucaryote, qu’il est important de 
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quantifier car elle ne doit pas dépasser 10% de l’ARN total pour les expériences de RNA-seq. 
Les culots d’ARN ont ensuite été resuspendus dans 30 µL d’eau « RNase free » et traités avec 
la TURBO DNase (Ambion), en suivant les recommandations du fournisseur. La 
concentration des ARN a d’abord été quantifiée avec un NanoDrop et leur qualité évaluée sur 
gel d’agarose. Puis, la concentration et la qualité des ARN ont été étudiées plus finement à 
l’aide du Bioanalyzer 2100 d’Agilent. 
En parallèle, et avec les mêmes réactifs du protocole d’extraction, nous avons également 
extraits les ARNm de 1 mL de bactéries cultivées en milieu BHI, soit en fin de phase 
exponentielle (DO=1), soit en phase stationnaire (DO=2.6).  
Concentration et qualité des extraits d’ARN. 
 
Les ARN extraits ont été analysés par spectrophotométrie (NanoDrop) et sur gel d’agarose 
comme illustré dans le tableau 5 et la Figure 30 pour la souche EGDe. 
 Concentration ARN 
ng/l 
WT BHI DO 1 1200 
WT BHI phase 
stationnaire 
628 
WT 8h p.i. 50 
WT 72h p.i. ech1 22 
WT 72h p.i. ech2 48 
WT 72h p.i. ech3 145 
 
Tableau 5 : Concentration d’ARN quantifiée par le NanoDrop.  
 
 
Figure 30 : Gel d’agarose des extraits d’ARN. 
 
On constate que le protocole utilisé a permis d’extraire des ARN à partir de bactéries 
cultivées en milieu BHI et à partir de bactéries intracellulaires (8h p.i et 72h p.i), comme le 
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montre la présence d’ARN ribosomal 16S et 23S (Figure 30). Cependant, les ARN issus des 
bactéries cultivées en milieu BHI sont 10 à 50 fois plus concentrés que ceux extraits à partir 
des bactéries intracellulaires (Tableau 5). Ceci est probablement du aux différences dans la 
quantité de bactéries à partir desquelles les ARN ont été obtenus : 
- Pour les conditions en BHI, la concentration bactérienne était de 2,4.10
9 
(DO=1) et 4.10
9 
(Phase stationnaire ; DO=2.6) bactéries/échantillon ; 
- Pour le temps 8h p.i. : 1,2.10
8
 bactéries/échantillon ; 
- Pour le temps 72h p.i. : 3,5.10
6
 (échantillon #1), 7,4.10
6
 (échantillon #2) et 2,4.10
7 
(échantillon #3) bactéries/échantillon.  
Ces résultats suggéraient que l’efficacité d’extraction des ARN des bactéries intracellulaires 
était liée à la concentration bactérienne à partir de laquelle l’ARN est extrait. Nous avons 
estimé que cette dernière ne doit pas être inférieure à 10
7 
bactéries/échantillon.  
L’analyse des ARN par électrophorèse en micro-capillaire à l’aide du Bioanalyzer 2100 
d’Agilent illustrée dans la figure 31, a permis de mieux cerner les problèmes à résoudre pour 
améliorer la qualité des extractions. 
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Figure 31 : Evaluation de la qualité des ARN par Bioanalyzer 2100 d’Agilent. A. Image 
des bandes sous forme de gel. B. Électrophérogrammes des 6 extraits d’ARN de la EGDe: en 
haut BHI DO=1, BHI phase stationnaire, 8h p.i. et en bas : 72h p.i. #1, 72h p.i. #2 et 72h p.i. 
#3. Les flèches désignent les ARN de bonne qualité, les triangles désignent une contamination 
par l’ARN eucaryote et l’étoile désigne une dégradation partielle de l’ARN. La concentration 
des ARN est évaluée par la fluorescence de l’intercalant fixant l’ARN (FU). 
 
Comme le montre le gel (bandes Figure 31A), les ARN bactériens obtenus après 8h 
d’infection ont un profil comparable à celui des ARN extraits des bactéries cultivées en milieu 
BHI. En revanche, les ARN obtenus après 72h d’infection sont soit trop peu concentrés 
(échantillon #1), soit contaminés par de l’ARN eucaryote (comme le montre la présence 
d’ARN 18S et 28S, échantillon #2), soit un peu trop dégradés (échantillon #3). 
Le niveau de qualité de l’ARN est associé à une valeur RIN (facteur d’intégrité) déterminée 
par l’appareil: plus cette valeur est proche de 10, plus la qualité de l’ARN est satisfaisante. 
Les résultats obtenus sont présentés dans les électrophérogrammes ci-dessus (Figure 31B). 
La valeur du facteur d’intégrité des ARN extraits à partir de bactéries à 8h p.i (9.7) confirme 
la bonne qualité de ces ARN, comme celle des ARN de bactéries cultivées en BHI (10 et 9.7). 
Concernant les ARN extraits après 72h d’infection, le premier échantillon présente une 
concentration trop faible et l’appareil ne peut pas déterminer une valeur RIN. Le deuxième est 
bien contaminé par l’ARN des cellules hôtes JEG3, visible par deux petits pics des ARNr 18S 
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et 28S, à côté des pics des ARNr 16S et 23S. Le troisième présente une bonne concentration, 
mais le RIN indique qu’il est partiellement dégradé. De plus, le profil électrophérogramme 
indique une contamination potentielle avec l’ARN des JEG3.  
Nous concluons que notre méthodologie est correcte, mais doit être encore optimisée pour 
obtenir des échantillons d’ARN de Listeria à 72h p.i. plus concentrés et moins contaminés par 
l’ARN eucaryote. Il nous faudra pour cela augmenter le nombre de flasques infectées, afin de 
récupérer davantage de bactéries intracellulaires. Il est possible que de l’ARN bactérien 
dégradé soit toujours obtenu à 72h p.i., car nous avons montré qu’une sous-population 
(environ 1/3) des bactéries intravacuolaires était endommagée (Kortebi et al., 2017). 
 
Des tests de RT-qPCR ont ensuite été réalisés avec 4 extraits d’ARN (conditions BHI DO=1, 
BHI en phase stationnaire, 8h p.i. et 72h p.i. #3). Les résultats obtenus sont trop préliminaires 
pour être présentés. Toutefois, ils ont mis en évidence une difficulté dans la normalisation de 
l’expression de gènes cibles par rapport à des gènes de références. En effet, l’expression des 
gènes de ménage testés (gyrA et rpoB) semble varier lorsque les bactéries sont dans les 
LisCVs. Cette variabilité avait déjà été observée par Sue et coll., (2004), qui ont montré que 
les niveaux d’expression de rpoB étaient significativement affectés par les conditions 
expérimentales, notamment l’exposition des bactéries à des stress acides. Tasara et Stephan, 
(2007) ont mené une étude pour évaluer l'adéquation de cinq gènes de ménage de Listeria 
(dont rpoB) comme gènes de référence potentiels dans trois modèles expérimentaux 
d'adaptation au stress, notamment le stress acide. Les résultats obtenus ont démontré que, 
parmi les cinq gènes de ménage testés, seul le gène de l’ARNr 16S avait un niveau 
d’expression stable dans les trois modèles de stress expérimentaux testés. 
 
En conclusion, nous sommes sur la bonne voie pour établir un protocole qui permet d’étudier 
les transcrits des Listeria intracellulaires après 3 jours d’infection. Cependant, pour avoir une 
quantité suffisante d’ARN, il faudra augmenter le nombre de flasques traitées ou utiliser de 
larges plaques de 500cm
2 
(dont la surface est 6 fois plus grande que celle des flasques 
utilisées). Il sera également nécessaire de tester différents gènes de références, pour identifier 
ceux qui varient le moins au cours du temps de l’infection intracellulaire. Enfin, nous 
testerons des gènes qui pourraient être de bon marqueurs d’adaptation à la condition acide, 
afin d’obtenir des contrôles positifs : l’expression de ces gènes devraient être augmentées 
dans les bactéries présentes dans les LisCVs à 72h p.i, par rapport aux bactéries disséminantes 
à 8h p.i. 
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A l’issue de ce travail de mise au point, nous étudierons le transcriptome des bactéries dans 
trois conditions, BHI DO=1 et 8h p.i, pour lesquelles des données existent dans un autre type 
cellulaire (macrophages murins, Chatterjee et al., 2006; Schultze et al., 2015) et 72h p.i. 
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Depuis les années 1980, l’étude de l’infection intracellulaire de Listeria monocytogenes a 
permis des avancées majeures dans la compréhension de la pathogénicité de cette bactérie et 
en a fait un paradigme en microbiologie fondamentale et cellulaire. L. monocytogenes fait 
partie de la catégorie des bactéries capables de se multiplier dans le cytosol des cellules 
hôtes ; elle est d’ailleurs l’une des espèces les mieux caractérisées parmi ces bactéries, dites 
« cytosoliques ».  
Mes travaux de thèse ont contribué à identifier une nouvelle phase dans la vie intracellulaire 
de L. monocytogenes lors d’infections prolongées de cellules épithéliales humaines (lignées 
d’hépatocytes et de cellules placentaires ; hépatocytes primaires) : une phase de persistance 
dans des vacuoles. Ce résultat, qui suggère une vie « bimodale » de L. monocytogenes dans 
les cellules de mammifères, est une nouvelle illustration de la capacité des pathogènes 
intracellulaires à changer de phénotypes, selon le temps d’infection ou la physiologie de la 
cellule hôte. L. monocytogenes émerge comme une bactérie qui a la capacité de nicher dans 
des vacuoles pour une persistance dans le long terme. Un tel parasitisme intravacuolaire 
pourrait favoriser le portage asymptomatique de ce pathogène chez l'homme ou l'animal et le 
rendre moins sensible aux antibiotiques et plus difficile à diagnostiquer par les techniques de 
routine en biologie clinique. Nos résultats, issus d’expériences dans des modèles de cellules 
en culture, nécessitent cependant d’être confirmés in vivo. Le cas échéant, une telle 
découverte ouvrirait de nombreuses perspectives de recherche sur la phase asymptomatique 
de la listériose et sur la réponse immunitaire face à ces bactéries « cachées ». 
 
Deux types de niches vacuolaires de L. monocytogenes : les SLAPs et les 
LisCVs 
La persistance de Listeria dans des vacuoles a initialement été documentée par les travaux de 
Bhardwaj et coll., (1998), qui ont observé des bactéries dans de larges vacuoles à simple 
membrane dans les macrophages hépatiques, après trois semaines d’infection de souris 
immunodéprimées. Par la suite, Birmingham et coll., (2008) ont confirmé ces observations et 
caractérisé ces vacuoles larges, les SLAPs, dans des lignées de macrophages murins cultivées 
in vitro. Comme les LisCVs, les SLAPs contiennent des bactéries à croissance lente et sont 
marquées par LAMP1. Cependant, au contraire des LisCVs, les SLAPs sont des phagosomes. 
Ils piègent un sous-ensemble de bactéries produisant de faibles quantités de la cytolysine 
LLO. Ces compartiments, qui ne maturent pas en phagolysosomes, contiennent donc des 
bactéries qui n’entrent jamais dans le cytosol. Les SLAPs sont formées lors des premières 
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heures de l’infection (1-4 heures p.i.) et renferment environ 10% des bactéries internalisées. 
Les travaux de Lam et coll., (2013) suggérèrent que la phagocytose associée aux protéines 
LC3, la « LAP », serait impliquée dans la biogénèse des SLAPs.  
Au contraire des SLAPs, la formation des LisCVs a lieu dans des cellules épithéliales et à une 
phase tardive de l’infection cellulaire, après dissémination des bactéries (48-72h p.i.). A 72h 
p.i, ces compartiments renferment 70-80% des bactéries intracellulaires. Les LisCVs piègent 
des bactéries cytosoliques ne produisant plus ActA. A ce jour, le mécanisme de formation de 
ces vacuoles est inconnu. L’hypothèse d’un rôle de l’autophagie canonique était séduisante en 
raison du rôle clé d’ActA dans la protection des Listeria cytosoliques de la machinerie 
d’autophagie, ainsi que de la ressemblance des LisCVs avec des autolysosomes dégradatifs. 
Cependant, les LisCVs sont des vacuoles LC3-négatives et l’inhibition de facteurs de 
l’autophagie canonique, comme Atg7 et Becline-1, n’empêche pas leur formation. Les 
LisCVs pourraient être formées par un processus autophagique encore inconnu, qui 
permettrait aux cellules eucaryotes de séquestrer des envahisseurs microbiens du cytosol. Il 
est intéressant de noter que Mycobacterium marinum (une bactérie polymérisant l'actine, 
comme L. monocytogenes) peut également être capturée dans des vacuoles lysosomales par 
une voie indépendante de l'autophagie canonique (Collins et al., 2009). Ainsi, après 24h 
d’infection dans des macrophages, les bactéries M. marinum ubiquitinylées et ne polymérisant 
plus l’actine sont capturées dans des vacuoles LC3-negatives LAMP1-positives. 
 
L’utilisation de marqueurs du lysosome a démontré que les LisCVs sont des vacuoles acides 
contenant de la cathépsine D, à l’inverse des SLAPs dont le pH est neutre et qui ne sont pas 
marquées par la cathépsine D. Nos résultats de microscopie électronique, ainsi que 
l’utilisation du test BacLight LIVE/DEAD, suggèrent que les LisCVs sont des compartiments 
partiellement dégradatifs, dans lesquels une sous-population de bactéries survit. Comme 
L. monocytogenes, Coxiella burnetti est capable de survivre dans une niche vacuolaire acide, 
la CCV, qui contient des protéases lysosomales et dont la membrane est marquée par des 
protéines de lysosome telles que l'ATPase vacuolaire et LAMP1 (Kohler and Roy, 2015). Il 
pourrait exister des mécanismes de convergence entre ces deux pathogènes leur permettant de 
survivre dans ces compartiments délétères. Comme nous l’avons présenté dans l’introduction, 
L. monocytogenes possède de nombreux mécanismes de résistance aux stress (dont le stress 
acide), qui pourraient être mis en jeu pour la survie dans les LisCVs. Une perspective de cette 
thèse serait d’étudier le rôle de ces facteurs de réponse aux stress dans la phase vacuolaire. 
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Le fait que Listeria ait développé deux mécanismes distincts de persistance dans des vacuoles 
(Tableau 6 ; Figure 32) pourrait venir de la différence de fonction entre macrophages et 
cellules épithéliales :  
- Le SLAP est une niche adaptée à la survie et à la persistance des Listeria dans les 
macrophages, qui sont des cellules immunitaires migrantes puissamment bactéricides. 
Survivre dans un état de réplication lente, ou de dormance, dans un phagosome non lytique 
pourrait permettre à Listeria de se disséminer dans l’organisme de façon asymptomatique. 
C’est aussi une possibilité de persister à long terme dans les macrophages résidants dans les 
tissus, une stratégie adoptée avec succès par d’autres pathogènes, comme Mycobacterium 
tuberculosis dans les macrophages pulmonaires (Gengenbacher and Kaufmann, 2012). 
- La LisCV est une niche adaptée à la survie et à la persistance des Listeria dans les tissus 
épithéliaux, formés de cellules étroitement jointes, sans espace intercellulaire. Le « switch 
phénotypique » de Listeria, entre la phase active motile et la phase de persistance dans les 
LisCVs, pourrait permettre à Listeria d’atteindre d’abord des zones profondes dans ces tissus 
(phase motile), puis d’y persister de façon silencieuse (phase quiescente). Persister dans des 
cellules épithéliales est aussi une stratégie adoptée par d’autres pathogènes, comme par 
exemple les Escherichia coli uropathogènes (UPEC), capables de coloniser, dans le long 
terme, les cellules épithéliales qui tapissent les voies urinaires (Lewis et al., 2016) .  
 
“Spacious Listeria-containing 
phagosomes” (SLAPs) (Birmingham et 
al., 2008; Lam et al.,2013)  
“Listeria-containing vacuoles”  
(LisCVs) (Kortebi et al., 2017) 
Décrites dans les macrophages murins:  
-lignées cellulaires de macrophages RAW 
264.7 et J774 
-Macrophages murins dérivés de la moelle 
osseuse 
Décrites dans certaines cellules 
épithéliales humaines: 
-Lignées cellulaires d'hépatocytes (HepG2, 
Huh7) et de trophoblaste (JEG3, BeWo). 
-Hépatocytes primaires humains 
Vacuoles à simples membrane Vacuoles à simples membrane 
LAMP1-positive LAMP1-positive 
LC3-positive LC3-négative 
pH neutre, cathépsine D-négative  pH acide, cathépsine D-positive 
-Formées tôt dans l'infection (1-4 heures) 
-Seule une faible proportion des 
L. monocytogenes internalisées se 
localisent dans les SLAP (environ 13% à 4h 
p.i dans les cellules RAW 264.7) 
-Formées tard dans l'infection (48-72 
heures)  
-Une forte proportion de L. monocytogenes 
intracellulaires se localisent dans les 
LisCVs (environ 70 à 80% à 72h p.i dans 
les cellules HepG2 et JEG3). 
-Plusieurs LisCVs par cellule dans les 
régions périnucléaires 
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Bactéries lentes à non réplicatives Bactéries lentes à non réplicatives 
-Peut être formées par une phagocytose 
associée à LC3 
-Les bactéries dans les SLAPs restent dans 
le phagosome. 
-Peut être formées par un processus de 
type xénophagie. 
 -Les bactéries dans les LisCVs passent 
sont passées par une phase cytosolique. 
-Chez les souris SCID infectées pendant 21 
jours avec la souche L. monocytogenes 
10403S, 86% des bactéries des sections 
hépatiques sont présentes dans de larges 
vacuoles LAMP1+ dans les macrophages. 
-Aucune preuve dans les tissus pour le 
moment. 
-Dans les hépatocytes primaires isolés de 
donneurs humains et infectés pendant 3 
jours avec la souche L. monocytogenes 
10403S, 40% des Listeria sont dans le 
cytosol non entourées d’actine et 65% 
dans les compartiments LAMP1 +. 
Tableau 6 : Caractéristiques des SLAPS et des LisCVs. 
 
 
Figure 32 : Le cycle de vie intracellulaire de L. monocytogenes (D'après Bierne et al., 2018, 
ANNEXE 2). A. Invasion intracellulaire et dissémination de L. monocytogenes dans des cellules 
de mammifères. Après l'entrée des bactéries dans la cellule hôte et la résidence transitoire dans une 
vacuole primaire, les bactéries s'échappent dans le cytoplasme, se multiplient et induisent l'expression 
du facteur de polymérisation d'actine ActA. La polymérisation d'actine favorise la motilité bactérienne 
et la propagation de cellule en cellule via la génération de protrusions membranaires de la cellule 
primaire infectée aux cellules voisines. Après la résolution de ces protrusions en vacuoles secondaires 
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à double membrane, à partir desquelles les bactéries s'échappent, un nouveau cycle d'infection est 
initié (Adaptée de Portnoy, 2012). B. Modèle de formation de SLAPs dans les macrophages 
murins. Après la phagocytose des bactéries, une sous-population de bactéries exprimant de faibles 
quantités de la cytolysine LLO restent dans les phagosomes. Le diacylglycérol s'accumule sur ces 
phagosomes à la suite d'activités enzymatiques bactériennes (PLC) et de l’hôte (PLD et PPAP2A). 
L'accumulation de DAG stimule l'activation de la NADPH oxydase 2 (NOX2) CYBB et la production 
d'espèces réactives de l'oxygène (ROS), qui induisent par la suite le recrutement de LC3 au 
phagosome. Ce processus de phagocytose associée à LC3 (LAP) n'est pas nocif pour Listeria et 
favorise la formation de SLAPs, dans lesquelles les bactéries entrent dans un état lent/non réplicatif 
(bactérie noire) (Adapté de Lam et al., 2013). C. Modèle de formation de LisCVs dans les 
hépatocytes et les cellules trophoblastiques humaines. Après la phase active de propagation 
bactérienne de cellule en cellule (comme dans A), les bactéries ne réexpriment pas ActA après leur 
sortie de la vacuole secondaire, ou cessent d'exprimer ActA après une phase cytosolique transitoire 
ActA-positive. Les bactéries « ActA-free » se multiplient dans le cytosol et sont capturées par un 
processus analogue à la xénophagie, formant des « Listeria-containing vacuoles » (LisCV). Dans ces 
compartiments « lysosome-like », les sous-populations de bactéries résistent au stress et à la 
dégradation et rentrent dans un état lent/non réplicatif (bactérie noire), tandis que celles sensibles au 
stress finissent par mourir (bactéries blanches, indiquées par un «*»). Lors de stimuli encore non 
identifiés, les bactéries peuvent sortir des vacuoles et relancer un nouveau cycle de polymérisation de 
l'actine après la réexpression d'ActA. En l'absence d'un signal de réactivation, les bactéries WT 
peuvent se comporter comme des bactéries ΔactA, qui entrent dans un état VBNC (bactéries 
ponctuées) (Adapté de Kortebi et al., 2017). D. Des micrographies de TEM illustrant les différentes 
étapes d'entrée et de sortie de L. monocytogenes des LisCVs dans les cellules JEG3 infectées 
pendant 72 heures. Le stade cytosolique « actine-free », la capture d'une bactérie par un 
compartiment non caractérisé, membraneux et dense  aux électrons («pré-LisCV») et le stade 
vacuolaire avec des LisCVs contenant différents nombres de bactéries. Les bactéries endommagées 
sont indiquées par un «*». L.m, L. monocytogenes; Nuc., Noyau; Lys., Lysosomes secondaires; Mito., 
Mitochondries; Mbs., Structures intravacuolaires membraneuses (D’après Kortebi et al., 2017). 
 
Déterminants bactériens de la persistance intravacuolaire 
Des études futures seront nécessaires pour mettre en évidence les déterminants bactériens de 
la persistance des Listeria dans les SLAPs ou les LisCVs. Actuellement, on sait seulement 
que la diminution de la synthèse de la LLO est nécessaire à la formation des SLAPs, et que la 
formation de LisCVs est concomitante à la disparition d’ActA de la surface bactérienne.  
Le mécanisme à l'origine de la disparition d'ActA, lors d'infections prolongées, n'est pas 
encore élucidé. Il convient de noter qu’ActA est clivé protéolytiquement par la 
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métalloprotéase bactérienne Mpl, lors de l'acidification des vacuoles secondaires formées 
durant la phase de dissémination. Il existe un délai avant qu'ActA ne soit resynthétisée après 
l'évasion bactérienne de ces vacuoles (Robbins et al., 1999; Alvarez and Agaisse, 2016). Les 
LisCVs formées dans les hépatocytes et les cellules de trophoblastes pourraient donc résulter 
de la capture des Listeria cytosoliques produisant une protéine ActA clivée et non 
fonctionnelle. Alternativement, l’expression du gène actA pourrait être inhibée après une 
infection à long terme. En effet, il est tentant de supposer que la phase vacuolaire requiert que 
les gènes de l’ilot de virulence LIPI-1 (qui porte actA, ainsi que les gènes codant pour les 
enzymes lytiques bactériennes LLO, PI-PLC et PC-PLC et l'activateur transcriptionnel PrfA 
(Vázquez-Boland et al., 2001), soit sous-exprimés. Dans le but de tester cette hypothèse, j’ai 
commencé à mettre au point l’extraction des ARNm des bactéries intracellulaires, à 
différentes phases de l’infection. Le rendement d’ARNm de bonne qualité est cependant 
insuffisant et il est nécessaire d’identifier des gènes de ménage appropriés à la quantification 
par RT-qPCR. Une optimisation est donc requise. En ce qui concerne la cytolysine LLO, son 
inactivation semble particulièrement importante pour éviter la lyse de la membrane de la 
LisCV. Il est possible que la présence de cathépsine D dans la LisCV inactive cette 
cytolysine, comme cela a été montré antérieurement (Osborne and Brumell, 2017). 
Des seconds messagers bactériens, tels que le di-GMP cyclique (c-di-GMP), pourraient 
réguler le « switch »  phénotypique entre la dissémination bactérienne et la persistance. Le c-
di-GMP est connu comme un signal clé chez les protéobactéries, intervenant lors de 
transitions de mode de vie (Valentini and Filloux, 2016). Les composants de la voie de 
signalisation c-di-GMP ont été récemment identifiés chez L. monocytogenes (Chen et al., 
2014) ce qui ouvre une perspective de recherche intéressante sur sa relation avec la 
persistance de Listeria. 
 
Emergence des L. monocytogenes VBNC lors des infections intracellulaires 
prolongées 
L’étude de l’intégrité des bactéries intravacuolaires par le test BacLight LIVE/DEAD et par 
microscopie électronique, a montré que les LisCVs contiennent une population mixte : des 
bactéries sensibles au stress de cette vacuole lysosomale et des bactéries résistantes. Il est 
établi que lorsque les bactéries sont exposées à des conditions de stress, certaines populations 
finissent par entrer dans un état VBNC, ce qui représente une stratégie d’adaptation leur 
permettant de survivre à long terme dans des conditions défavorables (Li et al., 2014). En 
particulier, Cunningham et coll., (2009) ont montré que des Listeria cultivées à pH 4,0 
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atteignaient un état VBNC et conservaient leur viabilité (après 24h). Toutefois, cet état n’a été 
décrit que pour des Listeria en conditions extracellulaires en laboratoire, ou dans 
l’environnement ; la formation de formes VBNC dans des cellules eucaryotes n’a pas été 
documentée. A notre connaissance, nos travaux constituent la première étude démontrant la 
capacité de L. monocytogenes à entrer dans un état VBNC pendant l'infection cellulaire, et 
particulièrement dans des cellules humaines. Cette observation a été réalisée avec le mutant 
actA, qui peut être utilisé comme un modèle mimant le comportement de bactéries 
incapables de polymériser l’actine et de retourner vers un état motile. De plus, nous avons 
observé que ces formes VBNC pouvaient être propagées lors de la mitose des cellules 
infectées, et pendant plusieurs cycles de passage des cellules hôtes.  
L’exemple le plus connu de pathogène capable d’entrer dans un état VBNC intracellulaire est 
M. tuberculosis, lors de l’infection des poumons chez l’homme. L'état VBNC de 
M. tuberculosis (également décrit comme un état de « latence ») contribue au portage 
asymptomatique de ce pathogène chez plus de deux milliards de personnes dans le monde 
(Gengenbacher and Kaufmann, 2012). Les Listeria VBNC intracellulaires, caractérisées par 
une très faible activité métabolique, pourraient également être portées de façon 
asymptomatique dans les tissus de l’hôte. Par ailleurs, il est possible que ces bactéries 
quiescentes ne puissent pas être détectées par les méthodes de culture classiques. Afin de 
tester ces hypothèses, une perspective de notre travail sera de trouver des méthodes sensibles 
de détection des Listeria VBNC, au sein d’un milieu complexe (un organe ; un tissu), sans 
étape d’enrichissement préalable par culture. 
 
L’entrée dans l’état VBNC pose également la question de la réactivation de ces formes 
quiescentes. Nous n’avons pas encore trouvé de facteur de « réveil » des bactéries actA 
VBNC. Cependant, nous avons observé que les bactéries sauvages (WT) étaient capables de 
sortir des vacuoles LisCVs et de retourner vers un état motile et replicatif, après le passage 
des cellules infectées. Ceci nous laisse supposer qu’il existe des mécanismes de régulation, 
qui permettent à L. monocytogenes de s’adapter à son environnement pour entrer ou sortir des 
niches cytosoliques ou vacuolaires. Ces mécanismes permettraient aux bactéries de se 
disséminer de cellule en cellule lors des phases aigues de la maladie, et de se « cacher » dans 
des niches intracellulaires de persistance lors des phases asymptomatiques. 
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Phénotypes intracellulaires de L. monocytogenes dans les tissus de 
mammifères : le défi de la « listériologie tissulaire ». 
Si les modes de vie intracellulaires de L. monocytogenes ont été largement disséqués dans des 
cellules en culture, peu d'études ont confirmé la localisation subcellulaire de Listeria lors 
d'une infection in vivo chez des mammifères. Des exemples illustratifs, basés sur des études 
de microscopie électronique à transmission, sont présentés figure 33. Les observations de 
Listeria entourées de «nuages» d’un matériel fibrillaire dense documentent le stade de la 
motilité de Listeria par polymérisation d’actine. Ces structures ont été observées dans les 
cellules épithéliales de cobayes (Rácz et al., 1972) (Figure 33A) et dans des cellules du 
cerveau de patients atteints de neurolistérioses (Kirk, 1993) (Figure 33B) et chez les 
ruminants (Henke et al., 2015). Des protrusions membranaires et des vacuoles secondaires, 
témoins de la dissémination intercellulaire, ont été détectées dans des cellules épithéliales de 
cobayes (Rácz et al., 1972, 1973) (Figure 33C).  
Comme mentionné précédemment, le stade de persistance dans les vacuoles a été découvert 
avec l'observation de SLAPs dans les macrophages hépatiques chez les souris SCID 
(Bhardwaj et al., 1998; Birmingham et al., 2008) (Figure 33D). En revanche, la démonstration 
de la formation des LisCVs in vivo fait encore défaut. Cependant, il convient de souligner que 
les LisCVs apparaissent dans les hépatocytes humains primaires cultivés in vitro (Kortebi et 
al., 2017). Bien que le foie joue un rôle clé dans l'élimination des infections à 
L. monocytogenes, les troubles hépatiques sont rares pendant la listériose et la phase 
hépatique de la listériose est principalement asymptomatique (Scholing et al., 2007). 
L’hypothèse que le foie soit un réservoir de Listeria vacuolaires dans les hépatocytes, comme 
décrit pour les SLAPS dans les macrophages, mériterait clairement plus d'investigations. En 
ce qui concerne d'autres tissus, des types non identifiés de vacuoles à simple membrane 
séquestrant des Listeria ont été décrits dans des macrophages spléniques chez la souris 
(Armstrong and Sword, 1966) (Figure 33E) et des neutrophiles intra-axonaux chez les 
ruminants (Henke et al., 2015) (Figure 33F). Ces vacuoles contiennent des bactéries intactes 
et un matériel cellulaire hétérogène d'origine inconnue. Le devenir de ces vacuoles lors de 
l’infection est totalement inconnu. Dans l'intestin, un type original de vacuole a été décrit 
dans les cellules caliciformes intestinales. Ici, Listeria traverse rapidement la barrière 
intestinale par transcytose dans la vacuole d'entrée (Figure 33G) (Nikitas et al., 2011). À noter 
que Listeria utilise divers mécanismes pour traverser cette barrière (Pentecost et al., 2006; 
Melton-Witt et al., 2012; Drolia et al., 2018).  
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La présence des Listeria libres dans le cytosol (c’est à dire non entourées d’actine ou de 
membrane) a été documentée, par exemple, dans un cas de neurolistériose humaine (Kirk, 
1993) (Figure 33H), ainsi que dans des hépatocytes de souris infectées pendant 24h (Gaillard 
et al., 1996) (Figure 33I). Ces bactéries correspondent peut-être à celles qui viennent de 
s’échapper des vacuoles primaires ou secondaires, avant de démarrer l’étape de 
polymérisation de l’actine. Cependant, on ne peut exclure que certaines de ces bactéries soient 
au début d’un processus de séquestration dans des vacuoles de type LisCV. Ces questions 
nécessitent de développer des recherches sur les niches vacuolaires de L. monocytogenes dans 
différents organes cibles. Pour permettre de nouveaux progrès dans la caractérisation in vivo 
de telles niches de persistance, plusieurs obstacles doivent être surmontés. D’abord, les 
bactéries persistantes sont probablement présentes en très faible nombre dans les tissus et, si 
elles sont dans l’état dormant VBNC, elles ne sont pas détectables par des méthodes de 
croissance dans des milieux de culture conventionnels. En outre, si la persistance vacuolaire 
modifie d’une manière ou d’une autre la présentation de l’antigène et/ou la sécrétion des 
médiateurs immunitaires, les cellules contenant ces formes vacuolaires risquent d’attirer 
faiblement les cellules immunitaires, couramment utilisées comme marqueurs des foyers 
d’infection. Le choix de l'hôte à étudier est aussi à considérer avec soin. Les modèles animaux 
utilisés doivent permettre une infection efficace des tissus de type épithéliaux (comme le foie 
et le placenta, par exemple). Le modèle murin de listériose pourrait ne pas être optimal pour 
étudier la persistance de L. monocytogenes dans les tissus épithéliaux, en raison du faible taux 
d’internalisation de Listeria dans les cellules épithéliales murines (Lecuit, 2007) et des 
différences d’immunité mucosale entre la souris et l’homme (Gibbons and Spencer, 2011). Il 
est donc nécessaire de développer des méthodes de détection sensibles et de tester différents 
modèles animaux, dans le but de rechercher les Listeria persistantes et leurs cellules hôtes.  
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Figure 33 : Différentes étapes de la vie intracellulaire de L. monocytogenes observées par TEM 
dans les tissus infectés chez les mammifères (D'après Bierne et al., 2018, ANNEXE 2).  
A. Deux Listeria entourées d'un nuage de filaments d'actine fibrillaire dans une cellule épithéliale du 
jéjunum d'un cobaye infecté pendant 22 heures (D'après Rácz et al., 1972). B. Une bactérie entourée 
d'un nuage de filaments d'actine dans une cellule souche du cerveau, isolée chez un patient décédé 
d'une neurolistériose (D'après Kirk, 1993). C. Listeria dans une vacuole à double membrane, dans une 
cellule épithéliale de la vessie d'un cobaye infecté pendant 24 heures (D'après Rácz et al., 1973). D. 
Une vacuole à simple membrane contenant quatre Listeria dans un macrophage du foie d'une souris 
SCID infectée pendant 21 jours (D'après Bhardwaj et al., 1998). E. Deux Listeria (L) dans une 
vacuole de type phagolysosome (PV) contenant du matériel hétérogène et de la ferritine (F) dans un 
macrophage de la rate d'une souris infectée pendant 72 heures (D'après Armstrong and Sword, 1966). 
F.  Une vacuole renfermant trois Listeria et du matériel hétérogène dans un neutrophile intra-axonal 
provenant du tronc cérébral d'un ruminant atteint de neurolistériose (D'après Henke et al., 2015). G. 
Une bactérie enfermée dans une vacuole de transcytose proche de la membrane basale, dans une 
cellule caliciforme intestinale murine. La bactérie est représentée à un grossissement supérieur en-
dessous. Les expériences ont été réalisées chez une souris transgénique exprimant la E-cadhérine 
humanisée. L'exocytose a été bloquée pour empêcher la sortie de la vacuole dans la lamina propria 
(Nikitas et al., 2011). H. Deux bactéries libres dans le cytosol au sein d'un halo transparent d’électrons 
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dans un macrophage de tronc cérébral, isolé chez un patient décédé d'une neurolistériose (D'après 
Kirk, 1993). I. Plusieurs Listeria libres dans le cytosol dans un hépatocyte (H) du foie d'une souris 
infectée pendant 24 heures (D'après Gaillard et al., 1996).  
 
Persistance intracellulaire et phase asymptomatique de la listériose  
L. monocytogenes n'est pas considérée comme un agent pathogène conduisant à des infections 
subcliniques ou chroniques. Cependant, à la lumière de nos résultats, il n’est pas à exclure que 
cette bactérie puisse se cacher et persister dans les tissus sous forme de bactéries dormantes. 
La réactivation de ces dernières pourrait déclencher des listérioses, lorsque le système 
immunitaire des personnes porteuses est affaibli. Il a été démontré que les facteurs à hauts 
risques des listérioses sporadiques non périnatales sont principalement les maladies sous-
jacentes, en particulier le cancer et les maladies rénales, ainsi que les traitements 
immunosuppresseurs, plutôt que l’ingestion d’aliments particuliers (Friesema et al., 2015). 
Nous suggérons que la réactivation de Listeria intracellulaires dormantes, longtemps après 
l'ingestion d'aliments contaminés, pourrait être l’une des causes potentielles de cas de 
listérioses sporadiques. Cette hypothèse devrait être prise en compte dans l’analyse des 
risques.  
La période d'incubation de la listériose peut être longue, en particulier dans les cas d’infection 
materno-foetale, pour lesquels elle peut durer jusqu'à trois mois (Goulet et al., 2013). 
Comparée à d'autres agents pathogènes d'origine alimentaire, cette incubation 
asymptomatique est exceptionnellement prolongée. Un stade vacuolaire pourrait-il jouer un 
rôle dans cette phase d'incubation? C'est une question à poser. Des formes persistantes de 
L. monocytogenes, issues d’une infection antérieure qui n’aurait pas été complétement 
éliminée par un traitement antibiotique, pourraient également être impliquées dans des cas de 
listérioses récurrentes. Cette hypothèse a été proposée par , pour expliquer deux épisodes de 
listériose récurrente chez trois patients, ainsi que par Larner et coll., (1989), McLauchlin et 
coll., (1991) et Sauders et coll., (2001). Une sous population de Listeria persistantes pourrait-
elle être également la cause de cas de fausses couches précoces récurrentes, comme cela a été 
proposé dans des études anciennes (Rappaport et al., 1960; Gray and Killinger, 1966; Romaña 
et al., 1989) ? Cette question fait toujours l'objet de débats (Lamont et al., 2011). Azimi et 
Cramblett, (1977) ont également émis l’hypothèse d’une infection persistante de Listeria, 
après qu’une femme en bonne santé, ait donné naissance à deux nouveaux nés : l'un souffrant 
de méningite et l'autre de septicémie causées par L. monocytogenes. Elle avait subi une fausse 
couche avant la naissance de ces deux nouveaux nés. En dépit des résultats négatifs des 
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cultures, la persistance de Listeria dans le tractus génital de la mère et l’acquisition périnatale 
d’une infection avait été suspectée. Enfin, en ce qui concerne la santé animale, l’existence 
d’infections silencieuses par L. monocytogenes pourrait être très pertinente dans les élevages, 
les réservoirs bactériens ne pouvant être détectés à cause du portage asymptomatique. 
 
Tolérance aux antibiotiques des bactéries intravacuolaires 
Les infections bactériennes subcliniques peuvent exister dans divers tissus de l'hôte pendant 
de longues périodes. Elles sont souvent associées à un échec du traitement antibiotique, car 
l’entrée en état de vie ralentie favorise la tolérance des bactéries aux traitements antibiotiques 
(Helaine and Kugelberg, 2014). Dans notre étude, nous avons testé l’effet de trois 
concentrations de gentamicine sur les bactéries intracellulaires, cytoplasmiques et vacuolaires, 
au cours d’une infection de trois jours. Nous avons constaté que la gentamicine utilisée à forte 
concentration finit par rentrer dans les cellules et réduit la survie des bactéries 
intracytosoliques. Cependant, elle ne semble pas affecter les bactéries vacuolaires. Ceci 
pourrait s’expliquer par le fait que les bactéries vacuolaires sont dans un état métabolique 
ralenti, et de ce fait, moins sensibles aux antibiotiques agissant sur la synthèse des protéines, 
comme la gentamicine. Par ailleurs, les aminoglycosides sont extrêmement sensibles au pH et 
inactifs au pH acide des lysosomes (Hof et al., 1997 ; Maurin and Raoult, 2001). Par 
conséquent, les LisCVs étant des compartiments « lysosome-like » avec un pH acide, la 
gentamicine pourrait ne pas agir sur les Listeria vacuolaires. Quant aux antibiotiques 
inhibiteurs de la synthèse de la paroi cellulaire, comme l’ampicilline, ils sont sans doute peu 
efficace contre des bactéries à croissance ralentie, comme celles présentes dans les LisCVs. 
Or le traitement primaire de la listériose consiste en une association d'ampicilline et de 
gentamicine (Allerberger and Wagner, 2010). Les Listeria intravacuolaires sont-elles une 
cause possible de cet échec thérapeutique? Par conséquent, il apparait important d'examiner si 
les Listeria vacuolaires génèrent des « persisters » tolérants aux antibiotiques, comme décrit 
pour d'autres espèces d'agents pathogènes (Fisher et al., 2017; Van den Bergh et al., 2017). Il 
est à souligner que l'efficacité des antibiotiques contre la listériose est plutôt limitée, car de 
nombreux patients succombent à cette infection malgré l'administration d'antibiotiques 
(Charlier et al., 2017). 
 
En conclusion, les vacuoles sont des niches sous-explorées dans la recherche sur la 
pathogenèse de L. monocytogenes et mon travail de thèse ouvre de nombreuses questions 
biologiques à résoudre concernant ces stades vacuolaires peu étudiés. Il est nécessaire de 
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développer des méthodes de détection sensibles et de tester différents modèles animaux, afin 
de localiser à la fois les Listeria persistantes et leurs cellules hôtes. Ainsi, cette phase 
vacuolaire du cycle de la maladie pourrait elle être détectée, étudiée et perturbée. 
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Abstract 
Listeria monocytogenes is a bacterial pathogen that enters and proliferates in the cytosol of 
mammalian cells. Following entry, bacteria disrupt the invasion vacuole and reach the 
cytoplasm, where they replicate and use the actin cytoskeleton to propel themselves from cell 
to cell. To achieve this cytosolic lifestyle, Listeria deploys virulence effectors that hijack 
diverse cellular processes [3, 4]. Human epithelial cells grown in vitro can be used to study 
the L. monocytogenes infectious process. However, rapid multiplication and dissemination of 
bacteria may induce cell death and detachment, thereby forming lytic plaques. Thus, in vitro 
infections with L. monocytogenes have been restricted to short time courses (usually from a 
few minutes to one day). In order to study L. monocytogenes long-term infections, we have 
set up a protocol, with several modifications to the gentamicin protection assay previously 
used for short-term infections with this pathogen [5]. In a subset of human cells, such as 
hepatocytes or trophoblast cells, this protocol enables to observe and study the entrapment of 
L. monocytogenes within vacuoles, termed ―Listeria-Containing Vacuoles‖ (LisCVs), after the 
intercellular dissemination phase of Listeria. 
 
Here, this protocol describes the assays used to study LisCVs in a JEG3 trophoblast cell 
monolayer. 
 
1) Materials 
 
1.1) Long-term infection assays of JEG3 cells with Listeria monocytogenes. 
- L. monocytogenes strain 10403S [6]. Kept in frozen glycerol stock, at -80°C. 
- JEG3 trophoblast cells (ATCC HTB-36). Kept in frozen stocks, in liquid nitrogen. 
- Bacterial growth medium: Brain Heart Infusion (BHI) medium. 
- Cell culture medium: Minimum Essential Medium Eagle (MEM), 10% Fetal Bovine Serum, 
1% Non Essential Amino Acids (NEAA), 1mM Sodium Pyruvate (NaP), 2mM L-Glutamine.  
- Inoculation and washing cell medium: Minimum Essential Medium Eagle (MEM). 
- Bacteria incubator at 37°C. 
- Cell incubator with a humidified 10 % CO2-containing atmosphere at 37 °C. 
- 6-well cell culture plates. 
- Cell counter. 
- Phosphate-buffered saline (PBS). 
- Trypsin/EDTA solution. 
- Gentamicin. 
- 15 mL polystyrene tubes. 
- Pipets and pipet tips. 
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1.2) Quantification of bacterial intracellular loads by Colony Forming Unit (CFU) 
counts. 
- Phosphate-buffered saline (PBS). 
- Sterile distilled water kept at 4°C. 
- Trypsin/EDTA solution. 
- 0.4%Trypan Blue. 
- Cell counter. 
- BHI agar plates. 
- Bacteria incubator at 37°C. 
1.3) LisCV staining assays. 
- 22 mm square glass coverslips. 
- Phosphate-buffered saline (PBS). 
- Fixation buffer: 4% Paraformaldehyde in 1X PBS.  
- Permeabilization buffer: 0.4% Triton X-100 in 1X PBS.  
- Blocking buffer: 2% bovine serum albumin (BSA) in 1X PBS. 
- Distilled water. 
- Primary antibodies: polyclonal antibodies against L. monocytogenes; monoclonal antibodies 
against LAMP1. 
- Secondary antibodies: Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit antibodies; Cy3-
conjugated (or Alexa Fluor 555-conjugated) goat anti-mouse antibodies. 
- F-actin stain: Alexa Fluor 647-conjugated phalloidin.  
- DNA stain: DAPI or Hoechst (1mg/mL stock solution). 
- Fine tip forceps. 
- Glass slides. 
- Mounting medium.  
- Inverted motorized fluorescence microscope with 20X (or 40X); 63X (or 100X) objectives. 
 
1.4) Assessment of the integrity of intravacuolar bacteria using the LIVE/DEAD® 
BacLight(TM) Viability Assay. 
- 22 mm square glass coverslips. 
- MOPS/MgCl2 solution (0.1 M 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS), pH 7.4; 
1 mM MgCl2). 
- LIVE/DEAD® BacLight(TM) Bacterial Viability Kit. 
- Triton X-100. 
- Live/Dead staining and permalization solution: mix 1.6 μM SYTO9, 20 μM Propidium 
Iodide, 0.1% Triton X100 in MOPS/MgCl2.. Briefly mix with a vortex. Keep the solution in 
the dark.  
- Fine tip forceps 
- Glass slides 
- Clear nail polish. 
- Inverted motorized fluorescence microscope with 63X or 100X objective. 
 
2) Safety Warnings 
- Containment level: all manipulations with L. monocytogenes must be conducted within a 
laminar flow class II Biological Safety Cabinet (BSC).  
- Personal Protective Equipment (PPE): laboratory coat; gloves; safety glasses. Ensure the 
PPE is maintained in working order and properly used.  
- Disinfection: disinfect all work surfaces and materials both prior to and immediately 
following all work practices and procedures.  
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- All operations involving Paraformaldehyde must be carried out in a certified chemical fume 
hood and waste eliminated in a container for hazardous wastes.  
 
3) Experimental procedures 
We present the assay in a 6-well plate format, but it can be scaled to 12-well or 24-well plates 
format. 
 
3.1) Long-term infection assays of JEG3 cells with Listeria monocytogenes. 
 
 At least one week before the infection, thaw JEG3 cells by resuspending a frozen 
cellular aliquot in 10 mL of the cell culture medium in a 15 mL polystyrene tube and 
centrifuge during 5 min at 200 × g. Discard the supernatant, resuspend the cellular 
pellet in 10 mL of warm cell culture medium. Add the cells to a 75 cm
2
 flask and 
transfer it to a cell incubator with a humidified 10 % CO2-containing atmosphere at 
37°C. Subculture cells when they reach 80% confluency. 
 
 At least three days before the infection, and starting from a frozen glycerol stock, 
streak L. monocytogenes strain 10403S on a BHI agar plate and grow bacteria 48h at 
37°C (Note 1). 
 
 Two (or four) days prior infection, trypsinize a flask of JEG3 cells and seed cells 
(2mL/well) into 6 well-plates (place coverslips in wells, if you go to step 3.3 or 3.4) in 
order to reach 90-100% confluency at the onset of infection (Note 2). The number of 
plated wells will vary according to the number of different conditions that will be 
analyzed (Note 3). Prepare a specific plate to count cells at the beginning the infection 
(3 wells) and at the end of the infection (3 wells). Transfer the plate to the cell 
incubator, where cells will be allowed to attach and spread for two (or four) days. 
 
 The day before the infection prepare a liquid culture of L. monocytogenes by 
inoculating a bacterial colony from the BHI agar plate to 5 mL of BHI liquid medium 
in a 15 mL polystyrene tube. Lock the lid and let the culture grow overnight at 37°C in 
a shaker. 
 
 The day of the infection, wash stationary-phase bacteria in PBS. For this, take 1 mL of 
the overnight L. monocytogenes culture, centrifuge during 2 min at 10,600 × g in a 
tabletop centrifuge, discard the supernatant, and resuspend the pellet in 1 mL of PBS. 
Prepare the inoculum by diluting bacteria in the appropriate volume of infection 
medium (MEM) (Note 4). JEG3 cells are infected with 2 mL of inoculum, to achieve 
a multiplicity of infection (MOI) of approximately 0.1. To check the MOI, make 
dilutions of the inoculum in PBS, plate them on BHI agar plates and let bacteria grow 
for 48h at 37°C. Use 3 non-infected wells to count JEG3 cells, after detachment with 
Trypsin.  
 
 Wash JEG3 cells by aspirating the medium and add 2 mL of MEM to each well. 
 
 Aspirate the medium from JEG3 cells and add 2 mL of the inoculum to each well.  
 
 Centrifuge infected cells 2 min at 300 × g to synchronize the bacterial uptake.  
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 Transfer the inoculated plate to the cell incubator and allow L. monocytogenes to 
invade cells for 1 h. 
 
 After the cellular infection has been completed for 1 h, gently wash cells with 2 mL 
per well of pre-warmed MEM. Repeat the washing one more time. Be careful to 
pipet gently to avoid cell loss (Note 5). 
 
 Replace MEM by 2 mL of complete cell culture medium supplemented with 25 
µg/mL gentamicin and transfer the 6-well plates back to the cell incubator. Incubate 
infected cells for 3 days. 
 
 After these 3 days of infection, process cells for CFU counting (see 3.2) or staining 
assays (see 3.3 and 3.4). 
 
3.2) Quantification of bacterial intracellular loads by Colony Forming Unit (CFU) 
counts. 
 
 After the 3 days of infection, gently aspirate the medium and gently wash the cells 
with 1mL of pre-warm MEM. Gently remove the medium, and lyse the cells by 
adding 1mL of cold distilled water per well. Incubate 10 min at 4°C. To completely 
disrupt the cells, scrape the cells by pressing the pipette tips on the well bottom and 
rotating while pipetting, and pipette the water 5 times up and down.  
 
 Make a 1:10 dilution by adding 100 μl lysate to 900 μl PBS. Dilute the lysates two 
more times to obtain 1:100 and 1:1000 dilutions.  
 
 Spread out 50 μl of each lysate dilution on a 10 cm BHI agar plate: 3 dilutions can be 
plated on one plate divided in three. Let the lysates dry by opening the BHI agar plates 
under the microbiological hood for a few minutes. Put the lid back on the BHI agar 
plates, and transfer them to a bacterial incubator. Let bacteria grow for 48h at 37°C. 
 
 Count colonies of each dilution. Use the dilution where colonies are well separated 
from each other (between 10 and 100 colonies) to calculate the CFU counts. 
 
 To normalize the number of CFU to the number of cell per well, determine the number 
of viable cells per well by a Trypan Blue assay in the 3 wells that have been kept for 
this purpose, as follows: remove the medium and detach cells with 250 μl 
Trypsin/EDTA for 5 min. Resuspend cells with 250 μl of MEM by pipetting up and 
down (500 μl final). Make sure that suspension is homogeneous. Transfer 20μL 
aliquot of the cell suspension to a small tube. Add equal 20 μl volume of 0.4%(w/v) 
Trypan Blue to cell suspension and mix well. This makes a 1:2 dilution (Note 6). Use 
a hemocytometer chamber and count the viable cells (non-blue) and the nonviable 
cells (blue), according to the instructions provided with the hemocytometer. 
 
 Calculate the ratio of CFU on the number of cell per well.  
 
3.3) LisCV staining assays. 
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 Infect JEG3 cells for 3 days with L. monocytogenes in 6-well plates containing 
coverslips (as in 3.1). Use coverslips that have been previously sterilized 2h at 180°C, 
in an oven.  
 
 After the 3 days of infection, gently remove the medium and gently wash cells with 
1mL PBS.  
 
  Remove PBS with a pipet and fix cells by adding 1mL of the fixation solution (4 % 
PFA in PBS) to each well. Incubate at room temperature for 30 min under a chemical 
fume hood. 
 
 Remove the fixative, and gently wash cells with 1mL PBS per well. Renew the 
washing. 
 
 Permeabilize cells with 1 mL of 0.4% Triton X-100 in 1X PBS, for 4 min.  
 
 Gently wash the coverslips in wells with 2mL PBS, three times. 
 
 Keep coverslips in 1mL blocking solution (PBS with 2% BSA) per well. 
 
 Prepare the primary antibodies solution by diluting rabbit polyclonal 
L. monocytogenes antibodies and mouse LAMP1 monoclonal antibodies in PBS with 
2% BSA. Maintain the antibody solution on ice. 
 
 Prepare an incubation chamber, with a wet Whatman paper and a parafilm on it 
(firmly stick to the Whatman and without any bubble). Mark the parafilm with a 
number to correspond to a coverslip (Note 7). 
 
 Dispatch drops of 40 μl of the antibody solution on the parafilm, for each coverslip. 
Use a fine tip forceps to pick up the coverslip and return the coverlip on the primary 
antibody (i.e. the cell face on the antibody solution), and incubate for 60 min.  
 
 Prepare the secondary antibody solution by diluting the secondary AlexaFluor 488-
conjugated anti-rabbit antibody (1:400), and Cy3-conjugated (or Alexa Fluor 555-
conjugated) anti-mouse antibody (1:400), DAPI or Hoechst (1:1000) and Alexa Fluor 
647-conjugated phalloidin (1:400) in PBS supplemented with 2% BSA (Note 8).  
 
 Gently detach each coverslip by injecting PBS under it. Wash the coverslip in three 
successive bathes of PBS. 
 
  Place the coverslip (cell side down) on a drop of 40 μl of the secondary antibody 
solution dispatched on a parafilm in the incubation chamber. Incubate for 30 min at 
room temperature in the dark to protect the fluorescent probes. 
 
 Gently detach each coverslip by injecting PBS under it. Wash the coverslip in two 
successive bathes of PBS and one bath of distilled water. 
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 Remove excess water by touching the edge of the coverslip to a paper towel and 
mount the coverslip with 10 μL mounting medium onto a glass slide. Avoid forming 
bubbles. 
 
 Let the coverslip dry overnight at room temperature, in the dark to protect the 
fluorescent probes. 
 
 Acquire images in the 350 nm (DAPI/Hoechst, to visualize nuclei and bacterial DNA), 
488 nm (L. monocytogenes), 546 nm (LAMP1), and 647 nm (F-actin) channels on an 
inverted motorized fluorescence microscope, equipped with a digital camera. Use a 
40X (or 20X) objective to observe bacterial spreading in the cell monolayer, and 100X 
(or 63X) objectives to observe Listeria-Containing Vacuoles (LisCVs). LisCVs appear 
as perinuclear LAMP1-positive compartments containing F-actin-negative L. 
monocytogenes. 
 
3.4) Assessment of the integrity of intravacuolar bacteria using the LIVE/DEAD® 
BacLight(TM) Viability Assay 
 
We adapted the Live/Dead BacLight Bacterial Viability assay from references [7] and [8], to 
assess whether bacteria in LisCVs have intact or damaged membranes. This assay is based on 
the discriminative labeling of two fluorescent nucleic acid-stains: the green membrane-
permeant dye SYTO9 and the red membrane-impermeant dye propidium iodide (PI), which 
only crosses damaged cell membranes. Both dyes penetrate dead cells, but SYTO9 
fluorescence is reduced in presence of PI. As such, intact bacteria appear green, while those 
with damaged membranes appear red. 
To allow the dyes to reach vacuolar Listeria, this staining protocol is performed in the 
presence of 0.1% Triton X100, which permeabilizes host cell membranes, including vacuoles 
containing bacteria [7]. The efficiency of permeabilization is assessed by the bright staining 
of host cell nuclei with PI, as the dye crosses the double-membrane of the nuclear envelope. 
 
 Infect JEG3 cells for 3 days with L. monocytogenes in 6-well plates containing 
coverslips (as in 3.1). Then process each coverslip separately. 
 
 Gently wash cells twice with 1 mL of MOPS/MgCl2 solution (0.1 M 3-(N-
morpholino) propanesulfonic acid (MOPS), pH 7.4; 1 mM MgCl2). 
 
 Add 1 mL of the Live/Dead staining and permeabilizing solution (1.6 μM SYTO9, 
20 μM Propidium Iodide, 0.1% Triton X100 in MOPS/MgCl2.) to the well.  
 
 Incubate 10 min with centrifugation at 300g to prevent cell detachment and 5 min at 
room temperature in the dark. 
 
 Gently wash cells twice with 1 mL in the MOPS/MgCl2 solution (use a pipet to 
aspirate the buffer).  
 
 Mount the coverslip onto glass slides and seal with clear nail polish. Incubate 2 min at 
37°C. 
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 Immediately examined the mounted coverslip under the microscope (63X or 100X 
objective) for a maximum of 10 minutes. Bacteria appear as tiny green or red 
filaments (as the dyes stain the bacterial nucleoid) (Note 10). 
 
4) Notes 
 
 Note 1. The plate can be stored at 4°C for 15 days. 
 Note 2. Dilute cells to achieve between 1 x 105 and 2 x 105 cells/well when cells are 
plated two days prior infection, and between 1 x 10
4
  and 3 x 10
4 
cells/well when cells 
are plated four days prior infection. Cell quantification may vary from one laboratory 
to another because of the use of different cell counter systems, thus the experiment has 
to be adapted in order to achieve 90-100% confluency at the onset of infection. 
 Note 3. We typically seed cells in triplicate (three independent wells) for each 
condition. 
 Note 4. The specific MOI of the inoculum needs to be adjusted according to the 
L. monocytogenes strain that is examined in the assay: when using strain 10403S, we 
prepare an inoculum containing between 4 × 10
4
 and 8 x 10
4
 bacteria in 2 mL (the 
final MOI is 0.1, estimated for 4 × 10
5
 and 8 x 10
5
 cells per well).  
 Note 5. When using MOI above 0.1 (e.g. 1-10), expose cells 10-min with 2mL of 
MEM containing gentamicin 100 µg/mL to rapidly kill extracellular bacteria. This 
treatment prevents the lytic action of the LLO toxin, which is secreted by 
L. monocytogenes. After this treatment, wash cells with 2 mL MEM and add complete 
cell medium with gentamicin 25 µg/mL. 
 Note 6. Do not keep cells in Trypan Blue solution for more than 10 minutes before 
cell counting (after 10-15min in Trypan Blue, cells start dying and the count will not 
be accurate). 
 Note 7. Never let the coverslips go dry. Check that the Whatman paper stays wet, with 
distilled water. 
 Note 8. Check the excitation and emission filters of the microscope to avoid overlaps 
of fluorescence signals. Adjust the secondary antibodies accordingly. 
 Note 9. To detect bacteria with SYTO9 and PI, one has to use a high intensity of light, 
which can become cytotoxic for bacteria. The examination of Live/Dead intracellular 
bacteria has therefore to be performed within 5 to 10 minutes. A field of infected cells 
needs to be found rapidly. The success of an experiment is thus function of the 
efficiency of infection.  
 Note 10. It is difficult, and quite subjective, to count in vacuoles the number of 
bacterial filaments stained by the BacLight probes. For this reason, this is a qualitative 
assay. 
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 Titre : Caractérisation d’une phase de persistance intracellulaire du pathogène Listeria monocytogenes. 
 Mots clés : Listeria monocytogenes, persistance, VBNC, vacuoles, pathogène intracellulaire, listériose.  
Résumé : Listeria monocytogenes est une bactérie pathogène 
intracellulaire facultative responsable d’une pathologie grave, la 
listériose. Si de très nombreux travaux ont permis de caractériser 
les mécanismes de virulence de cette bactérie, il existe peu de 
données sur les mécanismes conduisant au portage 
asymptomatique de L. monocytogenes dans les hôtes mammifères. 
L’un de ces mécanismes pourrait être une phase de persistance 
intracellulaire. Lors d’infections prolongées de cellules 
épithéliales humaines en culture, comme des hépatocytes et des 
cellules de trophoblastes, L. monocytogenes change de mode de 
vie intracellulaire. Après la phase active de dissémination de 
cellule en cellule, les bactéries arrêtent de polymériser l’actine et 
se retrouvent piégées dans des vacuoles à simple membrane 
marquées par la protéine endosomale LAMP1. 
 
L’objectif de ma thèse était de caractériser ces « Listeria-
Containing Vacuoles » (LisCVs). Nous avons montré que les 
LisCVs sont des compartiments acides, partiellement-dégradatifs, 
marquées par la protéase lysosomale cathépsine D. Leur formation 
coïncide avec la disparition du facteur de polymérisation d’actine 
ActA de la surface bactérienne et la capture des bactéries 
cytosoliques dépourvues d’actine par des membranes cellulaires. 
Dans ces compartiments, les bactéries entrent en croissance 
ralentie ; une sous-population résiste aux stress et peut survivre 
au-delà de trois jours d’infection. 
L’utilisation de la gentamicine lors du protocole d’infection n’est 
pas responsable de la formation des LisCVs. Cependant, cet 
antibiotique permet la sélection des bactéries vacuolaires, en 
inhibant spécifiquement la croissance des bactéries cytosoliques. 
La formation des LisCVs n’est pas spécifique des souches de 
laboratoire. Toutefois l’efficacité du phénomène pourrait diverger 
selon les séquençotypes des souches de L. monocytogenes. Les 
bactéries vacuolaires ont la capacité de sortir des vacuoles et de 
retourner vers un état motile et réplicatif, après le passage des 
cellules infectées. Lorsque l’expression du gène actA reste 
inactive, comme dans les mutants ∆actA, des formes de Listeria 
vacuolaires persistent dans les cellules hôtes dans un état viable 
mais non cultivable (VBNC). Ces formes VBNC peuvent être 
transmises au cours des divisions des cellules hôtes. 
 
 L’ensemble de ces résultats révèle une nouvelle phase de 
persistance dans le processus infectieux intracellulaire de 
L. monocytogenes lors des infections prolongées de certaines 
cellules épithéliales. Cette propriété pourrait contribuer au portage 
asymptomatique de ce pathogène dans les tissus épithéliaux, 
allonger la période d'incubation de la listériose, et rendre les 
bactéries tolérantes à l’antibiothérapie. 
 
 
Title : Characterization of an intracellular persistence stage on the pathogen Listeria monocytogenes. 
Keywords : Listeria monocytogenes, persistence, VBNC, vacuoles, intracellular pathogen, listeriosis 
Abstract : Listeria monocytogenes is a facultative intracellular 
pathogenic bacterium responsible for a serious disease, 
listeriosis. Although much work has been done to characterize 
the virulence mechanisms of this bacterium, there is little data on 
the mechanisms leading to the asymptomatic carriage of 
L. monocytogenes in mammalian hosts. One of these mechanisms 
could be a phase of intracellular persistence. During prolonged 
infections of human epithelial cells in culture, such as 
hepatocytes and trophoblast cells, L. monocytogenes changes its 
intracellular lifestyle. After the active phase of cell-to-cell spread, 
the bacteria stop polymerizing actin and become trapped in 
single-membrane vacuoles labeled with the endosomal protein 
LAMP1. 
 
The aim of my thesis was to characterize these "Listeria-
Containing Vacuoles" (LisCVs). We have shown that LisCVs are 
acidic, partially degradative compartments, labeled by the 
lysosomal protease cathepsin D. Their formation coincides with 
the disappearance of actin polymerization factor ActA from the 
bacterial surface and the capture of actin-free cytosolic bacteria 
by cell membranes. In these compartments, bacterial growth is 
slowed; a subpopulation is resistant to stress and can survive 
beyond three days of infection,  
The use of gentamicin during the infection protocol is not 
responsible for the formation of LisCVs. However, this antibiotic 
allows selection of vacuolar bacteria, by specifically inhibiting 
the growth of cytosolic bacteria. The formation of LisCVs is not 
specific to laboratory strains. However, the efficacy of the 
phenomenon could diverge according to the sequence	   types of 
L. monocytogenes strains. Vacuolar bacteria have the ability to 
exit the vacuoles and return to a motile and replicative state 
during the subculture of infected cells. When expression of the 
actA gene remains inactive, as in ΔactA mutants, vacuolar 
Listeria forms persist in host cells in a viable but non-culturable 
(VBNC) state. These VBNC forms can be transmitted during 
host cell divisions. 
 
All these results reveal a new phase of persistence in the 
intracellular infectious process of L. monocytogenes during 
prolonged infections of a subset of epithelial cells. This property 
could contribute to asymptomatic carriage of this pathogen in 
epithelial tissues, extend the incubation period of listeriosis, and 
make bacteria tolerant to antibiotic therapy. 
 
 
 
 
